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Riassunto 
 
 
 
Negli ultimi anni, il crescente grado di incidenza e di progressione delle malattie croniche-
degenerative ha portato la comunità scientifica internazionale ad approfondire i fattori di 
rischio, i meccanismi di insorgenza e le possibili terapie correlate a tali condizioni morbose 
come diabete, malattie cardio-circolatorie e cancro. Dopo le patologie cardio-vascolari, le 
neoplasie maligne costituiscono la seconda causa di morte dei paesi occidentali. Spesso la 
malattia ha un decorso lento e irrefrenabile che porta il paziente a vivere in pessime 
condizioni qualitative. Per tutti questi motivi e per la variabilità interindividuale che può 
caratterizzare una stessa neoplasia, gli scienziati si stanno adoperando a trovare cure efficaci 
per combattere i tumori e per migliorare le condizioni di vita dei malati terminali. Negli ultimi 
anni del secolo scorso, si è sviluppato l’importante concetto di chemioprevenzione, il cui 
intento è quello di prevenire o ritardare l’insorgenza tumorale. Studi effettuati sulle sostanze 
naturali, hanno riportato che vegetali come frutta e verdura contengono sostanze fitochimiche 
aventi caratteristiche come quelle antiossidanti, antinfiammatorie ed antiangiogeniche. Tra 
queste  sostanze, si è posta particolare attenzione agli isotiocianati (ITCs) e ai loro precursori, 
i glucosinolati (GLs), abbondanti nelle piante brassicacee che comprendono vegetali come i 
cavoli. Numerosi studi epidemiologici hanno evidenziato che il consumo di vegetali del 
genere Brassica diminuisce il rischio di sviluppare il cancro ed esperimenti effettuati su 
modelli animali, hanno dimostrato che l’effetto anticancerogeno di tali piante è attribuibile 
soprattutto ai prodotti di idrolisi dei GLs, gli ITCs. Gli ITCs esplicano la loro azione di 
antiossidanti indiretti e chemiopreventivi, attraverso meccanismi molecolari che inducono 
l’espressione di enzimi detossificanti coinvolti nella fase 2 del metabolismo degli xenobiotici 
e mediante l’inibizione di numerose isoforme di citocromo P450 coinvolte nella 
biotrasformazione di molte sostanze esogene a composti che possono arrecare danno 
all’organismo. In questo studio di tesi, sono stati effettuati esperimenti con lo scopo di 
chiarire gli effetti degli ITCs e dei loro precursori GLs, su isoforme di P450 e su enzimi di 
fase 2 ed antiossidanti. I composti testati sono: glucoerucina (GER) e GER-ITC,  glucoiberina 
(GIB) e GIB-ITC, gluconapina (GNA) e GNA-ITC, glucorafanina (GRA) e GRA-ITC, 
glucorafenina (GRE) e GRE-ITC, glucorafasatina (GRH) e GRH-ITC, gluconasturtina (GST) 
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e GST-ITC, glucotropeolina (GTL) e GTL-ITC, glucosinalbina (SNB) e SNB-ITC, sinigrina 
(SIN) e SIN –ITC. 
Frazioni microsomiali ottenute da fegati di ratti pretrattati con induttori di isoforme di P450 
ed isoforme umane di CYP450, contenute in membrane batteriche di Escherichia coli, sono 
state utilizzate per valutare l’inibizione da parte di ITCs e GLs su varie attività enzimatiche 
marcatrici di specifiche isoforme di P450. Gli ITCs sono stati prodotti in situ dai 
corrispondenti GLs utilizzando l’enzima che catalizza la reazione di idrolisi, la mirosinasi. 
Tale idrolasi è normalmente presente nel citoplasma delle cellule vegetali e nella microflora 
intestinale umana ed animale. L’effetto inibitorio delle sostanze è stato analizzato 
mantenendosi a concentrazioni tra 0 e 50 µM. Gli effetti degli ITCs sulforafano e sulforafene 
(GRA-ITC) e (GRE-ITC), sono stati determinati, oltre che sui  P450 anche sugli enzimi di 
fase 2, attraverso esperimenti su epatociti primari di ratto, in cui sono state valutate le attività 
enzimatiche e l’espressione genica degli enzimi NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi (NQO1) o 
DT-diaforasi ed eme ossigenasi-1 (HO-1). Inoltre un glucosinolato, la glucoiberina, alla 
concentrazione di 100 mg/kg è stato iniettato intraperitonealmente per tre giorni consecutivi 
in topi, per valutare gli effetti sui suddetti enzimi. Lo studio di inibizione ha evidenziato che 
gli  ITCs derivati da gluconasturtina, gluconapina, glucorafasatina, sinigrina, glucotropeolina, 
glucoiberina inibivano l’attività eritromicina-N-demetilasi e l’anilina idrossilasi. Al diminuire 
della concentrazione si aveva una minore inibizione e solo l’isotiocianato della 
gluconasturtina inibiva entrambe le attività a 5 µM. Gli ITCs rispettivi di  gluconasturtina, 
glucoerucina e glucotropeolina, inibivano l’attività  pentossiresorufina-O-depentilasi con una 
IC50 < 50 µM. Dallo studio sulle membrane batteriche, si sono ottenuti risultati analoghi per 
gli ITCs aromatici. Tutti i GLs presi in considerazione in questo studio non sono stati in grado 
di inibire in vitro  né le attività enzimatiche eseguite sulle frazioni microsomiali di ratti, né 
quelle con le isoforme ricombinanti umane. Il trattamento degli epatociti con GRA-ITC e 
GRE-ITC, ha determinato una diminuzione dell’attività etossicumarina-O-deetilasi ed 
etossiresorufina-O-deetilasi. Gli stessi isotiocianati hanno indotto le attività detossificanti. Il 
trattamento in vivo sui topi con glucoiberina non ha evidenziato alcun effetto significativo 
sugli enzimi presi in considerazione. Si può concludere, che gli isotiocianati da noi saggiati, al 
contrario dei glucosinolati parentali, mostrano in vitro un effetto inibitorio su alcune attività 
enzimatiche associate alle isoforme P450. Lo studio sulle colture di epatociti evidenzia 
un’inibizione degli enzimi di fase 1 ed un’induzione degli enzimi di fase 2.  
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Capitolo 1 
Importanza di una dieta vegetale nella 
chemioprevenzione 
 
 
 
1.1   Malattie cronico-degenerative, cancro e chemioprevenzione 
 
Negli ultimi anni, i paesi più industrializzati hanno assistito ad un innalzamento dell’età 
media della popolazione, accompagnato da un incremento delle patologie cronico-
degenerative. L’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha stimato che ogni anno 
diciassette milioni di persone muoiono a causa di cardiopatie, ictus, diabete e cancro. Tra tutte 
queste condizioni morbose, le neoplasie maligne rappresentano la seconda causa di morte dei 
paesi occidentali, con un tasso di mortalità che non ha subito cambiamenti nell’ultimo 
ventennio. Ogni anno l’American Cancer Society rende noti i dati statistici sul cancro 
(incidenza, mortalità e grado di sopravvivenza) raccolti da centri, associazioni e registri 
istituiti su tutto il territorio statunitense. Nel 2008 un totale di 1.437.180 statunitensi si sono 
ammalati di cancro e 565.650 persone sono morte a causa di questa patologia (Jemal et al., 
2008). Recentemente in Italia, il Ministro della Sanità ha dichiarato che ogni anno vengono 
diagnosticati 300.000 nuovi casi di cancro e 150.000  sono le persone che muoiono a causa di 
questa patologia. La crescente diffusione di questa patologia degenerativa nella popolazione e 
i recenti progressi nella comprensione dei meccanismi molecolari della cancerogenesi, hanno 
indotto a sviluppare una nuova e promettente strategia, la chemioprevenzione, che si prefigge 
di prevenire, ritardare o contrastare la comparsa della patologia (Jeffery E. H. and Keck A. S., 
2008). L’obiettivo più ambizioso è la prevenzione primaria ovvero quella diretta alla 
popolazione sana, in cui si cerca di eliminare i fattori di rischio di malattia, aumentando 
parallelamente la capacità di difesa individuale. Numerosi studi condotti su diversi gruppi di 
popolazioni nel mondo, hanno documentato che l’insorgenza del cancro dipende da fattori di 
rischio associati allo stile di vita, come ad esempio una prolungata esposizione al fumo di 
sigaretta o a sostanze cancerogene presenti nell’ambiente e negli alimenti, ad una vita 
sedentaria e ad un’alimentazione ricca di calorie, zuccheri semplici, proteine, cibi raffinati, e 
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povera di alimenti naturali. Il cancro può essere prevenuto evitando i comportamenti appena 
citati o aumentando l’esposizione a fattori benefici. Studi epidemiologici effettuati in tutto il 
mondo hanno dimostrato l’efficienza di numerosi composti di origine naturale nel prevenire 
l’insorgenza delle neoplasie maligne. L’American Institute for Cancer Research e il World 
Cancer Research Fund hanno reso noto che oltre il 30% dei tumori maligni  potrebbe essere 
ridotto o annullato, aumentando il consumo di vegetali nella dieta. In studi scientifici 
sull'alimentazione, si è riscontrato che il consumo di frutta e verdura, nell’82% dei casi, ha 
una notevole azione protettiva contro numerosi tipi di cancro. Coloro che consumano più 
frutta e verdura, evidenziano un’incidenza di tumori inferiore del 50% e un minor indice di 
mortalità, rispetto a coloro che invece non consumano questi alimenti. Alti consumi di 
vegetali ostacolano la comparsa di gran parte dei tumori come quelli della bocca, della 
laringe, dell’esofago, dello stomaco e dell’intestino. Frutta e verdura contengono sostanze 
fitochimiche che non svolgono una funzione nutritiva ma si comportano come scudi protettivi 
per il nostro organismo, poiché sono in grado di: prevenire i danni al DNA associati alla 
generazione di specie rattive dell’ossigeno, inibire l’attivazione metabolica dei cancerogeni, 
modulare le attività degli enzimi detossificanti, inibire processi infiammatori e di 
proliferazione cellulare, indirizzando le cellule cancerose in meccanismi molecolari che 
portano all’arresto del ciclo cellulare o alla morte apoptotica. Il crescente interesse sugli 
alimenti vegetali ha indotto gli specialisti dell’OMS ad utilizzare il motto “cinque porzioni al 
giorno di frutta e verdura” per spronare la popolazione mondiale al consumo di tali sostanze. 
Inoltre il concetto è rafforzato dal consumo di vegetali aventi colori diversi, l’importanza del 
colore è da attribuire ai molteplici fitochimici che possono caratterizzare un vegetale piuttosto 
che un altro. 
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1.2 Sostanze fitochimiche e meccanismi molecolari di chemioprevenzione 
 
L’uomo ingerisce quotidianamente con la dieta circa 500 g di composti chimici di cui una 
buona parte sono componenti di origine vegetale. I vegetali contengono macronutrienti, quali 
proteine, grassi e carboidrati, e micronutrienti come minerali e vitamine, entrambi necessari 
per il sostentamento dell’organismo umano. Oltre alle sostanze citate, i vegetali sono ricchi 
di molecole prive di valore nutrizionale ma aventi potenti attività biologiche. Tali 
componenti sono denominati sostanze fitochimiche e comprendono decine di migliaia di 
composti appartenenti a molteplici classi chimiche e a famiglie botaniche differenti. I 
composti fitochimici sono un gruppo disomogeneo di sostanze accomunate dalle seguenti 
caratteristiche:  
-   sono tutte appartenenti al regno vegetale; 
-   sono sostanze organiche a basso peso molecolare; 
-   non sono sintetizzate dall’uomo e non sono indispensabili per l’organismo; 
-   spesso hanno azione protettiva sulla salute se assunti a livelli significativi; 
-   hanno meccanismi d’azione complementari e sovrapponibili. 
Tali sostanze esercitano diverse funzioni biologiche quali l’attività antiossidante, la 
modulazione degli enzimi detossificanti, la stimolazione del sistema immunitario, la 
riduzione dell’aggregazione piastrinica, la modulazione del metabolismo ormonale, la 
riduzione della pressione sanguigna, l’attività antibatterica e antivirale (Carratù and Sanzini, 
2005). È possibile effettuare una suddivisione dei fitochimici più significativi presenti nei 
vegetali (Fig. 1). 
 
 
 
 
          Fig. 1: Classificazione dei fitochimici presenti nei vegetali 
               (Carratù and Sanzini, 2005). 
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Studi epidemiologici ed esperimenti effettuati su modelli animali, hanno dimostrato che 
molte di queste sostanze fitochimiche inibiscono i processi di cancerogenesi. Nel 1992 il 
dottor Wattenberg dell’Università del Minnesota, sulla base dei differenti meccanismi 
molecolari con cui tali composti esercitavano le loro proprietà chemiopreventive, classificò 
queste sostanze naturali in tre distinte categorie: 
 
1. composti che prevengono la formazione di cancerogeni; 
2. agenti bloccanti che impediscono la formazione di sostanze cancerogene 
attraverso meccanismi di inibizione dell’attivazione del cancerogeno e/o 
meccanismi che inducono l’eliminazione del cancerogeno; 
3. agenti soppressori che ostacolano la formazione di neoplasie in cellule 
precedentemente esposte a dosi elevate di sostanze tossiche (Wattenberg, 1992). 
 
Negli ultimi anni, studi condotti in gruppi di ricerca di tutto il mondo, hanno chiarito i 
meccanismi chemiopreventivi dei principali composti naturali tra cui i polifenoli, i 
carotenoidi ed infine i glucosinolati ed i rispettivi isotiocianati. Le ultime due classi di 
composti saranno ampiamente trattate nei capitoli successivi. 
 
 Polifenoli 
 
Sono composti ubiquitari e fondamentali per la fisiologia della pianta, contribuiscono alla 
resistenza nei confronti di microrganismi ed insetti, alla pigmentazione e alle caratteristiche 
organolettiche. I polifenoli comprendono diverse classi di composti, tutti derivati del 
benzene, con uno o più gruppi idrossilici associati all’anello, che permettono a queste 
molecole di bloccare l’azione dei radicali liberi ed inibirne la formazione. Oltre alla funzione 
di antiossidanti diretti i polifenoli agiscono anche da riducenti e chelanti di metalli 
proossidanti. In funzione al numero degli anelli fenolici e degli elementi strutturali che 
legano tali anelli, possiamo suddividere questi derivati benzenici in: flavonoidi, acidi 
fenolici, stilbeni e lignani. Tra queste classi, i flavonoidi costituiscono la categoria più 
numerosa comprendente più di 5.000 composti e dal punto di vista chimico sono 
difenilpropani che si distinguono in flavoni, isoflavoni, antocianidine, flavonoli, calconi e 
flavanoni (Fig. 2). Tale distinzione è effettuata a seconda della varietà di combinazione di 
gruppi idrossilici, zuccheri, ossigeno e gruppi metilici che caratterizzano la struttura 
molecolare. 
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Flavone                       Isoflavone                     Antocianidina 
 
 
 
Flavonolo                         Calcone                              Flavanone 
 
 
Fig. 2: Formule di struttura dei flavonoidi 
(Tsuda et al., 2004). 
 
 
La diversità nella struttura chimica è responsabile dell’azione antiossidante, 
antinfiammatoria, antibatterica, antimutagena ed anticancerogena di un flavonoide rispetto ad 
un altro. Studi sperimentali hanno dimostrato che queste molecole sono potenti antiossidanti 
in grado di sequestrare specie reattive dell’ossigeno come radicali idrossilici, anioni 
superossido e radicali prodotti dalla perossidazione lipidica. Molti sono i flavonoidi che 
assumiamo quotidianamente attraverso l’alimentazione vegetale, ad esempio la quercetina, 
abbondante nelle cipolle, broccoli, mele e bacche, l’apigenina presente nel prezzemolo e nel 
sedano, le catechine del tè, la naringenina presente nella buccia delle arance, la cianidina 
delle ciliegie e delle fragole, la genisteina dell’olio di soia. La quercetina è un potente agente 
antiossidante ed antinfiammatorio che protegge i vasi sanguigni dagli effetti dannosi prodotti 
dai radicali liberi. Inoltre questo flavonolo esibisce proprietà anticancerogene modulando 
l’espressione degli enzimi del metabolismo degli xenobiotici ed inducendo l’apoptosi delle 
cellule tumorali, in cancri umani della mammella e del colon retto. Il flavone apigenina 
presenta effetti inibitori sulla cancerogenesi attraveso l’induzione dell’apoptosi e l’arresto del 
ciclo cellulare di cellule cancerose pancreatiche. Negli ultimi anni si è avuto un crescente 
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interesse verso i flavonoidi presenti nel tè, le catechine. Studi sperimentali ed epidemiologici 
hanno dimostrato che un elevato consumo di tè riduce il rischio di formazione di molti tipi di 
tumori umani come il melanoma, la leucemia, il cancro alla mammella, al polmone ed al 
colon. Il flavanone naringenina contribuisce all’attivazione degli enzimi detossificanti e frena 
l’entrata in apoptosi dei cheratinociti, promossa dall’irraggiamento da UVB, inoltre induce 
l’apoptosi delle cellule in diversi tipi di cancro. Tra le antocianidine, la cianidina è un ottimo 
antiossidante che riduce la perossidazione lipidica e proteica indotta da tetracloruro di 
carbonio (CCl4). Infine, la genisteina è un isoflavone con proprietà antiestrogenica. Studi in 
vitro hanno evidenziato la capacità della genisteina di inibire la crescita di molti tipi di 
cellule tumorali ormoni-dipendenti, come ad esempio cellule isolate da tumori umani alla 
mammella (Tsuda et al., 2004; Pan and Ho, 2008). 
 
 Carotenoidi 
 
Sono una classe di molecole ampiamente diffuse in natura, responsabili della pigmentazione 
rossastra delle foglie autunnali, del colore giallo-arancio di frutti e fiori e del rosa di pesci 
come i salmoni. Caratteristica peculiare di tutti i carotenoidi è la loro struttura molecolare, 
caratterizzata da una catena polienica costituita da quaranta atomi di carbonio. Tale struttura 
è riportata di seguito dove sono rappresentati due importanti carotenoidi, il β-carotene e il 
licopene (Fig. 3). Queste sostanze sono presenti in tutti gli organismi fotosintetici dove 
giocano un ruolo fondamentale nel processo di fotosintesi: da una parte sono coinvolti nella 
catena di trasporto dell’energia, dall’altra proteggono il centro di reazione dell’ossidazione 
dall’azione dei raggi ultravioletti. Negli organismi non fotosintetici, tra cui l’uomo, i 
carotenoidi hanno un ruolo importante nei meccanismi antiossidativi, infatti la presenza dei 
doppi legami di carbonio nello scheletro della molecola  permette il legame di specie reattive 
dell’ossigeno. Il principale carotenoide presente nel cibo è il β-carotene, noto per le 
molteplici proprietà benefiche sulle cellule del sistema immunitario e per la prevenzione di 
malattie degenerative. Esperimenti effettuati negli ultimi anni hanno dimostrato l’attività 
antitumorale del β-carotene, che inibisce la cancerogenesi polmonare indotta da 
nitrosammine e favorisce l’induzione di enzimi antiossidanti e detossificanti. Tale 
comportamento verrebbe esibito solo a basse pressioni parziali di ossigeno che si possono 
ritrovare nelle condizioni fisiologiche proprie di alcuni tessuti, infatti a pressioni maggiori di 
ossigeno, la molecola perde l’attività antiossidante e diviene proossidante (Hail et al., 2008). 
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β-carotene 
 
Licopene 
 
Fig. 3: Formula di struttura di β-carotene e licopene 
(Tsuda et al., 2004). 
 
 
Altro importante carotenoide che possiede attività antiossidante ed antitumorale è il licopene, 
la cui abbondanza nei pomodori riflette una diminuzione del  rischio di sviluppare diversi tipi 
di tumori e malattie cardiovascolari, all’aumentare del consumo di questi vegetale. Inoltre 
evidenze recenti sul cancro al polmone e al colon, suggeriscono che l’effetto antitumorale del 
licopene è dovuto non solo alle sue proprietà antiossidanti ma anche a meccanismi di azione 
che inducono le cellule neoplastiche all’apoptosi e a processi che frenano la cancerogenesi 
indotta da sostanze tossiche. Diversamente da β-carotene e licopene, che appartengono alla 
classe dei carotenoidi precursori della vitamina A, la luteina e il suo isomero zeaxantina sono 
carotenoidi non-provitamina A che differiscono dai precedenti, per la presenza di gruppi 
idrossilici sugli anelli che costituiscono il termine della catena e sono definiti ossicarotenoidi 
o xantofilline. Le xantofilline impediscono la perossidazione lipidica indotta dai raggi 
ultravioletti, inibiscono la crescita tumorale nei topi e riducono l’apoptosi indotta dallo stress 
ossidativo nelle cellule fotorecettrici di ratto (Tsuda et al., 2004; Pan and Ho, 2008). 
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 Glucosinolati ed isotiocianati 
 
Le prime osservazioni sulle proprietà dei glucosinolati e dei rispettivi prodotti di idrolisi gli 
isotiocianati , risalgono ai primi anni del diciassettesimo secolo, come risultati di numerosi 
sforzi ottenuti per comprendere l’origine chimica del caratteristico sapore aspro dei semi di 
mostarda. Fin dalle prime evidenze sperimentali, le proprietà benefiche di questi composti 
contenenti gruppi sulfidrilici ed ampiamente presenti nella famiglia delle brassicacee o 
crucifere, sono state maggiormente attribuite agli ITCs risultanti dall’idrolisi dei GLs. Negli 
anni ’60, esperimenti effettuati su ratti trattati con idrocarburi policiclici aromatici definirono 
gli ITCs agenti chemiopreventivi, in quanto riducevano la formazione di tumori epatici 
(Sasaki, 1963; Sidransky et al., 1966;). Inoltre negli anni ’70, venne dimostrato che tali 
sostanze bloccavano la formazione di tumori epatici in ratti trattati con cancerogeni 
(Lacassagne et al., 1970) ed a partire dagli anni ’80, studi sperimentali, chiarirono i 
meccanismi alla base degli effetti chemiopreventivi di questi composti. Nei primi anni ’90 
Zhang e Talalay proposero che gli ITCs esplicassero la loro azione antitumorale mediante 
inibizione della formazione di addotti al DNA, inibizione di isoforme di CYP450 (enzima di 
fase 1 coinvolto nella bioattivazione di sostanze cancerogene) ed induzione di enzimi 
detossificanti ed antiossidanti (Zhang and Talalay, 1994). Grazie a queste scoperte, negli 
ultimi venti anni è aumentato il consumo delle specie vegetali aventi un alto contenuto di 
glucosinolati e recenti evidenze ottenute da studi caso-controllo hanno riportato 
un’associazione inversa tra una dieta ricca di crucifere ed il rischio di insorgenza di alcuni 
tipi di cancro umani. Studi effettuati sulla popolazione tedesca di entrambi i sessi, su donne 
statunitensi e uomini finlandesi, evidenziavano una riduzione del rischio di sviluppare tumore 
polmonare in condizioni di elevato apporto dietetico di brassicacee (più di tre porzioni a 
settimana). Studi clinici in cui un elevato numero di persone veniva sottoposta ad un elevato 
consumo di broccoli e cavolini di Bruxelles e successivamente sottoposti ad analisi delle 
urine, riportavano un aumento dell’escrezione urinaria di un potenziale cancerogeno 
eterociclico presente negli alimenti e spesso associato alla cancerogenesi colorettale. Inoltre è 
noto che gli isotiocianati possano alterare il metabolismo o l’attività di alcuni ormoni sessuali 
coinvolti nella progressione di tumori come il cancro alla mammella e alla prostata, 
nonostante ciò non ci sono evidenze di un’inversa associazione tra consumo di crocifere e 
questi due tipi di tumori. Spesso i risultati ottenuti dagli studi epidemiologici sono 
disomogenei e ciò dipende da vari fattori, tra cui il polimorfismo genetico che caratterizza gli 
individui e le caratteristiche dei prodotti di idrolisi dei GLs (Higdon et al., 2007).  
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Capitolo 2 
Glucosinolati ed isotiocianati 
 
 
 
2.1    Biosintesi 
 
Il meccanismo di biosintesi dei Gls è stato ampiamente studiato nella brassicacea 
Arabidopsis thaliana, mediante approcci biochimici e genetici. Questi composti derivano 
dalla conversione di alcuni amminoacidi e si distinguono in alifatici, se il precursore è 
l’alanina, la metionina, la valina, la leucina o l’isoleucina; aromatici se sintetizzati da 
fenilalanina o tirosina; indolici se prodotti a partire dal triptofano. Alcuni precursori dei 
glucosinolati alifatici sono derivati della metionina e caratterizzati dall’allungamento della 
catena laterale dello stesso amminoacido (per esempio omo-metionina, diomo-metionina, 
triomo-metionina). Durante la sintesi intervengono numerose modificazioni che conducono 
all’estrema diversità di questi composti. La biosintesi è composta da tre fasi indipendenti. 
Inizialmente si ha l’allungamento della catena laterale dell’amminoacido di partenza a cui 
seguono, l’aggiunta del gruppo glucosidico solforato comune a tutti i glucosinolati e 
successive modificazioni nella catena laterale. L’allungamento della catena laterale 
dell’amminoacido avviene in diverse tappe, nella prima si ha una transaminazione a formare 
l’α-ketoacido, poi si ha una condensazione con una o più unità di acetilCoA ed infine una 
seconda transamminazione che recupera l’amminogruppo. La seconda tappa della biosintesi 
inizia con la conversione dell’amminoacido modificato nella corrispondente aldossima, 
molecola formatasi a seguito di tre reazioni catalizzate da diverse isoforme di CYP79 che si 
succedono in questo ordine: N-idrossilazione, ossidazione a nitro-derivato e 
decarbossilazione. L’aldossima è trasformata ad acido tiodrossimmico per opera di una 
sulfoniltransferasi, successivamente la molecola subisce una S-glucosinolazione mediante 
UDP-glucosio. Infine un’altra sulfoniltranferasi utilizza una molecola di PAPS 
(3’fosfoadenosin-5’fosfosolfato) per catalizzare il legame del gruppo solfato con l’atomo di 
azoto del desulfoglucosinolato. Dunque si ha la formazione del glucosinolato che può subire 
modifiche nella composizione della catena laterale (Fig. 4), (Fahey et al., 2001; Grubb and 
Abel, 2006; Yan and Chen, 2007).    
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Fig. 4: Seconda tappa di biosintesi dei glucosinolati 
(Fahey et al., 2001). 
 
 
2.2    Dai glucosinolati agli isotiocianati: reazione di idrolisi 
 
Nel 1959 Challenger  fu il primo a definire la struttura chimica e la biologia dei glucosinolati. 
I GLs sono β–tioglucoside N-idrosolfati aventi una catena laterale (R) variabile ed un β–D-
glucosio legato ad un gruppo sulfidrilico (Fig. 5). 
 
 
 
Fig. 5: Struttura molecolare dei glucosinolati, 
R rappresenta la catena laterale variabile, 
(Mithen, 2001). 
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I GLs sono composti idrofilici molto stabili e normalmente sequestrati nei vacuoli di vari 
tessuti della pianta. In seguito ad una perdita di integrità cellulare (dovuta alla masticazione, 
alla triturazione o a qualsiasi altro processo che danneggia le foglie), i GLs sono liberati dai 
compartimenti in cui sono situati e idrolizzati da una β–tioglucodidasi, la mirosinasi, a 
composti biologicamente attivi (Vermeulen et a., 2006). In condizioni fisiologiche, l’enzima 
è localizzato nel citoplasma di cellule specializzate di tessuti adulti, definite corpi mirosinici, 
conseguentemente al trauma l’idrolasi esce da queste cellule, entra in contatto con i substrati, 
i GLs, e catalizza la formazione di intermedi instabili di tioidrossamato-O-solfonato con 
contemporanea perdita di una molecola di D-glucosio e di uno ione idrogeno solfato. 
Dipendentemente da fattori chimici come il pH, la temperatura, la natura e la concentrazione 
dei GLs e la presenza di proteine che interagiscono con l’enzima mirosinasi, si possono 
formare diversi tipi di prodotti tra cui gli ITCs (Fig. 6), (Zhang and Talalay, 1994; Grubb and 
Abel, 2006;).  
 
 
 
Fig. 6: Reazione di idrolisi dei glucosinolati e formazione di isotiocianati ed altri prodotti 
(Zhang and Talalay, 1994). 
 
 
L’enzima mirosinasi non è presenta solo nelle piante, ne esistono molteplici forme tra cui 
quelle funghine e batteriche. Un tipico esempio è la presenza di tale enzima nella microflora 
intestinale animale ed umana, dove è responsabile della conversione della quota di GLs che 
arrivano a livello di questo tratto intatti (Fahey et al., 2001; Krul et al., 2002). 
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2.3 Distribuzione nelle piante e classificazione strutturale 
 
I glucosinolati sono maggiormente presenti nel genere Brassica della famiglia delle 
brassicacee che comprende vegetali importanti per l’alimentazione umana, come vari tipi di 
cavoli tra cui broccoli, cavolfiore, cavolo cappuccio e cavolini di Bruxelles (Fahey et al., 
2001; Higdon et al., 2007). Queste sostanze non sono distribuite solo in questi vegetali, 
almeno 500 specie di angiosperme dicotiledone contengono uno o più dei glucosinolati noti. 
Tra queste, oltre alle brassicacee, le famiglie che comprendono il maggior numero di 
glucosinolati sono le capparacee e le caricacee che comprendono vegetali commestibili quali 
il cappero e la papaia. Una singola specie vegetale del genere Brassica contiene un elevato 
contenuto di 2-5 differenti GLs il cui numero può ampiamente variare tra un vegetale e 
l’altro, per esempio i broccoli sono una ricca fonte di glucorafanina (GRA) ed i cavolini di 
Bruxelles di progoitrina (Vermeulen et al., 2006). Inoltre il quantitativo di tali sostanze segue 
una distribuzione variabile nelle diverse parti della pianta (radici, foglie e semi) tanto da 
raggiungere l’1% del peso secco in alcuni tessuti ed il 10% in alcuni semi. Tale variabilità 
può essere attribuita all’età della pianta e ad alcuni fattori ambientali come la fertilità del 
suolo, eventuali malattie e l’uso di regolatori dell’accrescimento. Fino ad oggi, tra le 
crucifere sono stati purificati più di centoventi GLs che differiscono nella struttura della 
catena laterale. In base alle similitudini strutturali, i GLs e i metaboliti ITCs possono essere 
suddivisi in diverse classi chimiche distinte a seconda della catena laterale. I più studiati sono 
quelli in cui -R è: 
-  alifatica, lineare o ramificata; 
-  alifatica contenente un atomo di zolfo; 
-  olefinica, lineare o ramificata, eventualmente portante un gruppo alcolico; 
-  aromatica o eterociclica, in particolare indolica (Fahey et al., 2001). 
La struttura chimica dei prodotti dei glucosinolati è molto importante per l’attività biologica, 
piccoli cambiamenti nella catena laterale possono avere importanti conseguenze. Ad 
esempio, mentre i glucosinolati metiltioalchilici producono isotiocianati volatili responsabili 
del sapore acuto della rucola, quelli metilsulfinilalchilici sono precursori di isotiocianati non 
volatili che conferiscono un gusto meno intenso come quello tipico dei broccoli.  
Nella tabella 1 sono riportati i nomi comuni, i nomi chimici e la struttura della catena laterale 
di alcuni GLs e dei rispettivi ITCs. I composti elencati sono gli stessi che abbiamo utilizzato 
nel lavoro sperimentale di questa tesi. 
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Tab. 1: Nomi comuni, nomi chimici, struttura chimica di –R di alcuni GLs ed i rispettivi 
ITCs. 
 
 
2.4    Effetti biologici dei prodotti di degradazione dei glucosinolati sugli animali 
 
I prodotti di degradazione dei glucosinolati sono composti biologicamente attivi che 
esplicano le loro azioni su organismi diversi. Da anni sono note le attività antifungine ed 
antibatteriche dei GLs e degli ITCs come il sulforafano (isotiocianato del glucosinolato 
glucorafanina) che agisce contro numerosi patogeni umani come Escherichia coli, 
Salmonella typhimurium, Candida. Inoltre i GLs hanno un’attività nematocida, in quanto 
sono ottimi deterrenti per larve, lumache ed anfipodi e sono importanti composti che 
vengono utilizzati dalla pianta per la difesa contro gli erbivori. Negli ultimi anni è stato 
riconosciuto e continuamente sottoposto a revisione il ruolo dei GLs e degli ITCs  nel 
fenomeno dell’allelopatia che interviene molto frequentemente nella competizione 
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interspecifica ed intraspecifica tra le piante, per cui una pianta rilascia nel terreno metaboliti 
che inibiscono la crescita e lo sviluppo di piante concorrenti (Fahey et al., 2001). Studi 
effetuati su animali monogastrici hanno rilevato che i prodotti di degradazione dei GLs sono 
in grado di esercitare effetti negativi come mutagenicità, epatotossicità, nefrotossicità, con 
una gravità direttamente proporzionale alla concentrazione e alla composizione delle stesse 
sostanze nella dieta. Alcuni GLs o ITCs a causa del sapore amaro che conferiscono ai cibi, 
determinano riduzione dell’assunzione dell’alimento con conseguente inibizione della 
crescita dell’animale. Differenti specie di animali rispondono con diverso grado di tolleranza 
verso i GLs, infatti, una concentrazione troppo elevata di GLs nella dieta può determinare 
alterazioni fisiologiche con conseguente incremento del tasso di mortalità di alcuni animali, 
di seguito riportiamo alcuni esempi: 
- Ratti: una dieta contenente dosi elevate di goitrina, che conferisce un forte sapore acuto al 
cibo, determina un rallentamento dell’accrescimento dell’animale associato ad un aumento 
del peso e della morfologia della tiroide; 
- Suini: un contenuto elevato di GLs nella dieta non è solo responsabile di una depressione 
della crescita, valori maggiori di 9-10 µmol x g-1 sono causa di ipertrofia della tiroide 
accompagnata da deficienza di iodio ed incremento dei livelli sierici degli ormoni tiroxina e 
triiodotironina e di epatomegalia causata dalla tossicità indotta dai GLs; 
-    Pollame e conigli: alti livelli di GLs mettono a rischio l’assorbimento, quindi lo sviluppo 
dell’animale e aumentano la mortalità; 
-    Ruminanti: in generale sono animali più tolleranti a quantitativi elevati di GLs nella dieta 
ed in particolar modo lo sono i giovani esemplari. Sebbene, diete a lungo termine di queste 
sostanze causino evidenti cambiamenti istologici di alcuni organi (Tripathi M. K. and Mishra 
A. S., 2007).  
 
 
2.5 Destino del sistema glucosinolato-mirosinasi in seguito a raccolta, preparazione e 
cottura delle brassicacee 
 
Le condizioni di raccolta, di preparazione e di cottura a cui le brassicacee sono sottoposte 
prima del consumo, possono influenzare il sistema glucosinolati-mirosinasi fino ad alterare la 
reazione di idrolisi e la conseguente formazione dei metaboliti. Verkerk et al., (1997) hanno 
stimato che la concentrazione dei glucosinolati presenti nei vegetali può variare da 5-10 volte 
a causa delle variabili attribuite alla coltivazione, ai fattori genetici ed ambientali, ai processi 
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industriali e alla manipolazione del cibo. Il numero di glucosinolati totali varia a seconda 
delle condizioni di conservazione, dei siti tissutali della pianta e delle diverse specie. È stato 
stimato che il mantenimento dei broccoli all’aria aperta determina un più rapido 
deterioramento cellulare quindi un grado maggiore di idrolisi di glucosinolati come la 
glucorafanina. La refrigerazione di alcuni tipi di cavoli ha prodotto risultati variabili, ad 
esempio l’immediata conservazione a 4°C per una settimana di broccoli appena raccolti non 
causa cambiamenti nel contenuto di glucorafanina, mentre si nota una riduzione del 16-31 % 
del contenuto dello stesso glucosinolato nel caso in cui i broccoli siano congelati dopo cinque 
giorni dalla raccolta. Un declino imponente nel contenuto totale di glucosinolati è stato 
osservato in broccoli infiorescenti, come se questa condizione rendesse il vegetale 
maggiormente pronto all’azione della mirosinasi. Inoltre è stata notata una riduzione di 
alcuni tipi di glucosinolati rispetto ad altri in determinate condizioni di conservazione, ad 
esempio, il mantenimento di broccoli infiorescenti avvolti in film polimerico ad 1°C per una 
settimana, riduce maggiormente il contenuto dei glucosinolati alifatici rispetto agli indolici. 
Osservazioni sperimentali sui processi di triturazione e taglio dei cavoli, hanno evidenziato 
che talvolta si può riscontrare un incremento o una diminuzione della concentrazione di 
differenti glucosinolati, tale variazione sarebbe attribuita a due meccanismi opposti: il danno 
tissutale indurrebbe la conversione dei glucosinolati per opera dell’attivazione dell’idrolasi 
con conseguente riduzione del quantitativo dei substrati, dall’altra parte lo stress indotto da 
preparazioni pre-cottura innescherebbe la sintesi dei glucosinolati. Altra importante 
considerazione è data dall’idrosolubilità dei glucosinolati che può essere responsabile della 
perdita degli stessi quando sottoposti a lavaggi. La cottura dei vegetali altera il sistema 
glucosinolato-mirosinasi come risultato di una parziale o totale inattivazione della mirosinasi, 
rottura termica o fisica dei glucosinolati, perdita di fattori coenzimatici, scioglimento dei 
glucosinolati e dei rispettivi metaboliti nel mezzo di cottura o loro volatilizzazione. Questi 
cambiamenti non sono solo influenzati dalla durata e dal metodo di cottura ma anche dal tipo 
di vegetale, dal grado di distruzione cellulare e dalla struttura chimica dei glucosinolati 
precursori. I GLs sono abbastanza stabili in condizioni di tempi di cottura relativamente brevi 
che non superano la temperatura di ebollizione, infatti a temperature maggiori di 100°C le 
cellule si lisano e si ha perdita di GLs relazionata alla dimensione della superficie di taglio 
dei vegetali, all’acqua usata, alla quantità di vegetale e alla durata di cottura. Ad esempio 
piccole superfici ottenute dal tagliuzzamento del cavolo, sono responsabili di una perdita 
maggiore del 50% del contenuto di glucosinolati totali, in condizioni di tempi di cottura di 10 
minuti a  temperatura di ebollizione. Verkerk et al., (1997) hanno studiato i cambiamenti del 
 - 17 - 
quantitativo dei GLs nel cavolo sottoposto a 30 minuti di ebollizione: nei primi 5 minuti si ha 
una forte riduzione del 35% seguita da un declino del contenuto dei GLs del 5-10% ad 
intervalli regolari di 5 minuti, dunque alla fine della mezz’ora la quota totale di GLs persi è 
circa dell’87%. Alti metodi di cottura come cottura al vapore e a microonde possono ridurre 
le perdite dei glucosinolati, questo miglioramento nella conservazione del contenuto dei GLs 
si pensa che possa essere attribuito al minor quantitativo di acqua utilizzato, anche se valori 
di potenza elevati possono inattivare la mirosinasi e conseguentemente far sì che non 
avvenga la conversione ai rispettivi metaboliti. Anche l’attività della mirosinasi può 
ampiamente variare nei diversi vegetali di Brassica, ad esempio è stata evidenziata una più 
elevata termostabilità della mirosinasi nel cavolo e nei cavolini di Bruxelles piuttosto che nei 
broccoli (Rungapamestry et al., 2007).  
 
 
2.6  Digestione ed assorbimento dei glucosinolati in seguito all’assunzione delle 
brassicacee 
 
Le cellule delle brassicacee possono contenere la mirosinasi o essere privi di tale enzima. In 
seguito all’assunzione di vegetali contenenti tale enzima, i glucosinolati sono rapidamente 
idrolizzati nel primo tratto gastrointestinale in vari metaboliti, tra cui gli isotiocianati. Se i 
vegetali assunti non contengono la mirosinasi, i GLs possono essere degradati: sia a livello 
dello stomaco grazie al pH acido presente in questo organo, che dalle idrolasi dei batteri che 
colonizzano il colon (Krul et al., 2002). Successivamente alla loro produzione, gli ITCs sono 
assorbiti dall’epitelio intestinale e subito rilasciati nella circolazione sistemica, attraverso la 
quale possono raggiungere il fegato dove sono metabolizzati nella via dell’acido 
mercapturico (Fig. 7). A livello epatico gli ITCs sono velocemente coniugati con il glutatione 
(GSH) o γ-glutammilcisteinilglicina, grazie all’elevata concentrazione di questa molecola  
nel fegato e alla presenza della glutatione S-trasferasi che catalizza il legame tra il gruppo 
sulfidrilico nucleofilo del GSH e l’atomo di carbonio elettrofilo dell’ITC. Da questa reazione 
è prodotta una molecola di glutatione ditiocarbamato che subisce un’iniziale 
transpeptidazione per opera della γ-glutammiltranspeptidasi (γ-TP). Infine ulteriori reazioni 
catalizzate rispettivamente dall’enzima cisteinilglicinasi (CG) e N-acetiltrasferasi (NAT), 
portano alla formazione di acidi mercapturici (MAs) che sono escreti nelle urine. Il dosaggio 
del MA nelle urine fornisce importanti indicazioni sulla quota di ITCs assorbiti a livello di 
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tutto il tratto gastrointestinale, senza dare alcuna informazione sul sito del lume in cui è 
avvenuta  l’idrolisi (Higdon et al., 2007; Rungapamestry et al. 2007). 
 
 
 
 
Fig. 7: Metabolismo degli isotiocianati attraverso la via dell’acido mercapturico. 
(Higdon et al., 2007). 
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Capitolo 3 
Glucosinolati, isotiocianati e loro interazione con 
gli enzimi del metabolismo degli xenobiotici 
 
 
 
 
3.1    Metabolismo degli xenobiotici 
 
 Generalità 
 
L’uomo è costantemente esposto ad una varietà di composti esogeni definiti xenobiotici tra i 
quali si trovano molecole di sintesi e di origine ambientale come i pesticidi, i farmaci, i 
metaboliti secondari delle piante e gli inquinanti ambientali. Queste sostanze possono entrare 
in contatto con il nostro organismo attraverso diverse vie come quella orale, respiratoria o 
cutanea e a seconda delle loro caratteristiche chimiche subiranno un differente processo 
metabolico. Le sostanze idrosolubili saranno eliminate immodificate soprattutto con le urine 
e le feci, ma anche attraverso la bile, l’apparato respiratorio (se si tratta di molecole volatili) 
o tramite il sudore. Se invece si tratta di molecole liposolubili, sarà semplice il loro 
assorbimento, ma più complessa la loro escrezione. Prima di essere eliminate, tali sostanze 
dovranno subire opportuni processi di biotrasformazione che consentiranno di modificare la 
loro natura, da liposolubile ad idrosolubile. Gli enzimi implicati nei meccanismi di 
biotrasformazione o del metabolismo degli xenobiotici  svolgono un ruolo importante in 
quanto favoriscono la detossificazione o l’eliminazione di sostanze potenzialmente 
pericolose. Tali enzimi sono presenti in molti distretti dell’organismo (mucosa nasale, cute, 
polmone, tratto gastrointestinale, reni, milza, cuore, cervello, testicoli e ovaie) ma soprattutto 
a livello del fegato, organo al quale confluisce la maggior parte della circolazione sanguigna 
derivante dal tratto gastrointestinale e dalla milza, due importanti porte di entrata di sostanze 
esogene. Gli xenobiotici liposolubili possono subire diversi tipi di reazioni di 
biotrasformazione che si suddividono in reazioni di fase 1 e 2. 
-    Reazioni di fase 1 o di funzionalizzazione: l’effetto di tali reazioni è quello di trasformare 
il composto liposolubile in un metabolita idrosolubile tramite l’introduzione o lo 
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smascheramento di un gruppo funzionale polare, come il gruppo ossidrilico (-OH), 
carbossilico (-COOH) e amminico (-NH2). Dunque si possono avere reazioni di ossidazione, 
idrolisi, riduzione, dealogenazione, aromatizzazione e monossigenazione. I prodotti derivanti 
da tali reazioni possono subire due differenti destini: l’escrezione (se sono sufficientemente 
polari) oppure un’ulteriore trasformazione ad opera delle attività catalitiche di fase 2. 
-  Reazioni di fase 2: generalmente sono reazioni di coniugazioni quali glucuronazione, 
solfonazione, metilazione, acetilazione e coniugazione con glutatione e amminoacidi. Il 
metabolita che si origina è reso idrosolubile e facilmente escreto. È necessario specificare che 
le reazioni di fase 2 possono avvenire indipendentemente da quelle di fase 1. Non è 
indispensabile la sequenzialità dei due tipi di reazioni. 
Gli enzimi di fase 1 e 2 non sono coinvolti solo in processi di detossificazione o 
bioinattivazione, talvolta possono determinare l’attivazione di sostanze che, pur non 
presentando inizialmente dei rischi, sono trasformate in molecole tossiche, mutagene o 
cancerogene. La loro duplice valenza attivante/inattivante è data da molti fattori tra cui la 
bassa specificità di substrato e la variabilità del processo catalitico che conferiscono a molte 
sostanze la capacità di modulare tali attività sia mediante induzione che inibizione (Casarett 
& Doull’s, 1993). 
 
 Il sistema citocromo P450 
 
Proprietà e struttura: tra i sistemi enzimatici di fase 1, il sistema monossigenasico citocromo 
P450 ha un ruolo predominante nella detossificazione e bioattivazione di sostanze endogene 
ed esogene (Ryan and Lewin, 1990). Il nome citocromo P450 (CYP) deriva dalle 
caratteristiche spettrali di questa superfamiglia di enzimi, che nella loro forma ridotta e 
coniugata con il monossido di carbonio, presentano un massimo di assorbimento alla 
lunghezza d'onda di 450 nm, anziché a 420 nm come avviene per tutte le altre emoproteine. 
Questa proprietà spettrale è data dalla presenza di una cisteina-tiolata legata al gruppo eme, 
quando il citocromo P450 è intatto e cataliticamente funzionante. L’enzima denaturato, 
infatti, perde il suo caratteristico picco a 450 nm e acquista un massimo di assorbanza a 420 
nm. Il complesso multienzimatico monossigenasico P450 è presente nella quasi totalità degli 
organismi viventi inferiori, superiori, procarioti ed eucarioti, vegetali ed animali. Esso 
catalizza reazioni di monossigenazione quali idrossilazione, epossidazione, deaminazione, 
(Tab. 2), attraverso le quali può esplicare un’azione detossificante, trasformando una 
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sostanza tossica o farmacologicamente attiva in un prodotto innocuo per l’organismo. D'altra 
parte, il sistema può anche catalizzare reazioni attivanti nelle quali un substrato, 
originariamente inattivo, può venire attivato e diventare mutageno o cancerogeno. 
 
 
 
 
Tab. 2 
 
 
Negli eucarioti, il complesso multienzimatico è associato alla matrice fosfolipidica del 
reticolo endoplasmatico liscio e della membrana mitocondriale interna ed in queste sedi è 
costituito due diversi enzimi: la NADPH-citocromo P450-reduttasi ed il citocromo (Fig. 8).  
 
Fig. 8: Disposizione del sistema monoossigenasico nel reticolo endoplasmatico liscio delle cellule 
eucariotiche. 
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Negli animali il sistema citocromo P450 è particolarmente abbondante a livello epatico, dove 
fino ad oggi, sono state identificate più di 200 isoforme diverse che pur appartenendo ad 
un'unica superfamiglia genica differiscono per struttura primaria, peso molecolare, specificità 
di substrato, chimica e stereochimica dei prodotti e proprietà spettrali. Inoltre esse possono 
essere espresse costitutivamente o essere indotte da varie molecole naturali o di sintesi. 
Possono essere specie-specifiche, sesso-specifiche e tessuto specifiche, e possono anche 
essere up-regolate in condizioni fisiologiche o patologiche (ad esempio digiuno o diabete). 
Ulteriori differenze si notano nella regolazione della loro espressione che può avvenire a 
molteplici livelli: per modulazione trascrizionale o traduzionale, ma anche a livello post-
trascrizionale o post-traduzionale, per processi di stabilizzazione dell'mRNA (come accade, 
ad esempio per il CYP1B1) o della stessa proteina (come, ad esempio, per il CYP2E1) (Kato 
and Yamazoe, 1992; Ryan and Lewin, 1990).  
Il citocromo P450 è dotato di un gruppo prostetico: una ferriprotoporfirina IX inserita in una 
tasca idrofobica relativamente aperta o in una depressione sulla superficie dell'apoproteina. 
Associata al citocromo P450 si trova una flavoproteina, la NADPH-citocromo P450 reduttasi 
che catalizza il trasferimento di elettroni dal coenzima ridotto (NADPH) al citocromo P450 
attraverso i coenzimi flavinici FAD e FMN (rispettivamente: flavinadenindinucleotide 
flavinmononucleotide). Inoltre, un secondo elettrone può essere trasferito, almeno in alcune 
forme di citocromo P450, tramite NADPH-citocromo b5 reduttasi e citocromo b5, la cui 
esatta funzione nei processi mediati dal citocromo P450 non è stata ancora chiarita. 
Nonostante l'esistenza di forme multiple di citocromo P450, il meccanismo di 
monossigenazione sembra essere lo stesso per tutte le isoforme di CYP450, da quelle 
batteriche a quelle di mammifero, e questo si verifica nonostante la grande varietà di substrati 
che l’enzima è in grado di metabolizzare (Porter and Coon, 1991). Per quanto riguarda invece 
la NADPH-citocromo P450-reduttasi, è stata evidenziata una singola forma, ed essendo la 
sua concentrazione 10-30 volte inferiore a quella del citocromo P450, si ritiene che questo 
enzima intervenga a mediare la riduzione di più forme del citocromo P450. La reazione di 
monossigenazione catalizzata dal sistema del CYP450 può essere schematizzata nel seguente 
modo: 
 
RH + O2 + NADPH + H
+
 → ROH + H2O + NADP
+
 
 
dove con RH si indica il substrato e con ROH il substrato idrossilato. Un atomo dell'ossigeno 
molecolare viene, così, ridotto ad acqua, mentre l'altro atomo di ossigeno viene inserito nel 
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substrato. In figura 9 è illustrato il ciclo monossigenasico con i suoi sette passaggi 
fondamentali: 
 
 
 
Fig. 9: Ciclo catalitico del citocromo P450. Con Fe è indicato l'atomo di ferro dell'eme, con RH il 
substrato e con ROH il prodotto della reazione monossigenasica. 
 
 
1. A livello del sito attivo del citocromo P450 si verifica l'interazione tra il substrato ed il 
ferro dell'eme, che si trova nello stato ossidato (Fe3+). Prima del legame del substrato, il ferro 
è in uno stato di “low spin”, ossia con un solo elettrone spaiato negli orbitali 3d, ed è legato 
con un legame di coordinazione ad una molecola d'acqua. La presenza del substrato 
determina la rottura del legame tra il ferro e l'acqua, provocando la fuoriuscita dell'atomo di 
ferro dal piano dell'eme. Questo evento causa variazioni energetiche negli orbitali molecolari 
del ferro, che passa dallo stato di ”low” a quello di “high spin”; 
2. Il passaggio del ferro allo stato di “high spin” favorisce il trasferimento di un primo 
elettrone dal NADPH (o NADH) al ferro stesso, che viene ridotto a Fe2+; 
3. Il ferro ridotto (Fe2+) lega l'ossigeno molecolare a livello del sesto legame di 
coordinazione, lasciato libero dall'acqua; 
4. La molecola di ossigeno viene attivata dal trasferimento di un secondo equivalente 
riducente, proveniente sempre dal NADPH o dal NADH; 
5. Si verifica la rottura emolitica del legame O-O con la produzione di una molecola di acqua 
e la formazione del complesso elettrofilo (FeO3+); 
6. L'ossigeno viene trasferito dal complesso elettrofilo al substrato, che diventa più polare e 
meno affine per l'enzima; 
7. Il prodotto della reazione monossigenasica viene rilasciato dal sito attivo del citocromo 
P450 che torna allo stato iniziale, disponibile per un nuovo ciclo catalitico. 
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Nel caso in cui il ciclo catalitico venga interrotto prima del suo completamento, si può avere 
la formazione di specie reattive dell'ossigeno, quali l’anione superossido ed il perossido di 
idrogeno. Secondo lo schema appena descritto le isoforme di citocromo P450 possono essere 
coinvolte in numerosi tipi di reazioni, sia ossidative che riduttive, quali idrossilazioni, 
epossidazioni, perossidazioni, idrolisi, dealchilazione di gruppi alchilici legati ad eteroatomi, 
rottura degli esteri, deidrogenazioni, agendo su un’enorme varietà di substrati. In base al 
substrato ed alla reazione catalizzata, il citocromo P450 può agire come detossificante, 
rendendo più idrosolubili molecole lipofile, o come bioattivatore, generando metaboliti 
reattivi da molecole inerti. 
 
Nomenclatura: per le varie isoforme di P450 viene utilizzata una nomenclatura basata 
sull'omologia della sequenza amminoacidica. Questo tipo di classificazione permette di 
identificare in maniera univoca un isoenzima, ma non dà alcuna informazione sulle proprietà 
catalitiche. Due proteine che appartengono alla stessa famiglia possono essere regolate in 
modo diverso e possedere una differente specificità di substrato. La superfamiglia dei P450 è 
suddivisa in famiglie, sottofamiglie e singole isoforme. Appartengono alla stessa famiglia 
(indicata con un numero arabo) le isoforme che mostrano un'omologia di sequenza superiore 
al 40%; quelle con identità maggiore del 55% fanno parte della medesima sottofamiglia 
(indicata con una lettera maiuscola); le singole isoforme della sottofamiglia, infine, vengono 
indicate con un numero arabo (Fig. 10). 
 
 
 
 
 
Fig. 10: Nomenclatura delle isoforme di citocromo P450. 
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Per una stessa isoforma di citocromo P450 possono esistere più varianti alleliche. Si 
considerano alleli diversi di uno stesso gene le sequenze nucleotidiche che danno origine a 
proteine con sequenza amminoacidica divergente per meno del 3% (Nelson et al., 1996). Le 
famiglie indicate con un numero che va da 1 a 51 sono proprie degli animali, quelle da 51 a 
70 dei funghi, da 71 a 99 si ritrovano nelle piante, mentre la famiglia 100 e le superiori sono 
specifiche dei batteri. Fino ad oggi sono state descritte circa 200 famiglie di CYP, di cui 15 
presenti in tutti i mammiferi. Ciascuna specie di mammifero possiede un alto numero di geni 
codificanti per 15 diverse isoforme. Nel genoma di ratto sono stati identificati e sequenziati 
84 geni, 103 nel topo e 57 nell'uomo (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Le 
famiglie maggiormente studiate fino ad ora nei mammiferi sono le prime quattro, di cui le 
famiglie 1, 2 e 3 sono implicate soprattutto nel metabolismo degli xenobiotici, ma 
partecipano anche al metabolismo di substrati endogeni, ad esempio la famiglia 4 
metabolizza sia sostanze esogene che endogene. Le altre famiglie, indicate con un numero 
superiore a 4, metabolizzano soprattutto molecole endogene. Di seguito sono descritte alcune 
caratteristiche generali per le sottofamiglie 1A, 2B, 2E e 3A. Il CYP1A1 e il CYP1A2 
(appartenenti alla famiglia 1) sono altamente inducibili da idrocarburi policiclici aromatici 
(PAHs) come il 3-metilcolantrene o il benzo[a]pirene (presenti, ad esempio, nel fumo di 
sigaretta), dai flavonoidi come il β-naftoflavone (presente nelle piante), e da idrocarburi 
aromatici polialogenati come la diossina. Queste sostanze attivano tali isoforme che a loro 
volta li metabolizzano in composti cancerogeni. Ad esempio alti livelli di CYP1A2 sono 
correlati con un aumento di rischio di comparsa del cancro al colon e, poiché questo 
isoenzima è fortemente indotto dal fumo di sigaretta, è stato possibile tracciare una 
correlazione diretta tra il fumo e questo tipo di cancro. Le sottofamiglie 2B e 2E 
appartengono alla famiglia 2 contenente circa 1/3 delle isoforme umane di citocromo P450. 
Nel fegato, il fenobarbital ed altri composti analoghi determinano un’induzione 
dell’espressione dei CYP2B1/2. L'espressione dei citocromi P450 della sottofamiglia 2B può 
anche essere modulata da ormoni, ed in particolare dall'ormone della crescita, dall'insulina e 
dagli ormoni tiroidei, tutti con effetto inibitorio sull'espressione di questi geni. La 
regolazione dell'espressione del CYP2E1 è complessa in quanto presente sia a livello 
trascrizionale che post-trascrizionale, e si diversifica nelle varie specie e nei vari tessuti. 
Generalmente, l'induzione del CYP2E1 da parte degli xenobiotici si esplica con la modalità 
post-trascrizionale, per mezzo dell'induzione della traduzione o attraverso una stabilizzazione 
della proteina. Alcune condizioni fisiopatologiche, quali il diabete o il digiuno, modulano 
l'espressione del CYP2E1 a livello trascrizionale, rispettivamente stabilizzando l’mRNA o 
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aumentando la trascrizione stessa. Infine la sottofamiglia 3A comprende isoforme 
enzimatiche estremamente importanti per il metabolismo di molti xenobiotici, ma anche di 
ormoni steroidei. Costituiscono circa il 40% delle isoforme totali di P450, e sono in grado di 
metabolizzare oltre il 60% dei farmaci a medio ed alto peso molecolare. Gli isoenzimi di 
questa famiglia prediligono, quando possibile, le ossidazioni in posizioni cosiddette “facili”, 
cioè quando l'energia necessaria per estrarre dal substrato un atomo di idrogeno è minore 
(idrossilazioni in posizione allilica o N-dealchilazioni). Per questa sottofamiglia sono stati 
identificati molti tipi di induttori che possiedono caratteristiche strutturali anche molto 
diverse tra loro. Questo è spiegabile con la presenza, a livello del sito di legame del ligando, 
di un “loop” flessibile che permette di espandere tale regione e di adattarla a molti tipi di 
molecole. La sottofamiglia 3A è coinvolta anche nella bioattivazione di alcuni xenobiotici a 
mutageni e/o cancerogeni. Ad esempio, l'acetaminofene viene convertito dal CYP3A4 umano 
in un intermedio altamente tossico che, interagendo con le macromolecole cellulari, può 
portare a necrosi cellulare. Tra gli inibitori dei CYP3A sono inclusi il chetoconazolo, la 
troleandomicina ed alcuni flavoni presenti nel succo di pompelmo(Casarett & Doull’s, 1993). 
 
 Fase 2: enzimi detossificanti ed antiossidanti 
 
Alcuni enzimi rappresentativi della fase 2 del metabolismo degli xenobiotici catalizzano 
reazioni di coniugazione di molecole inizialmente con nullo o basso grado di idrofilità, 
utilizzando substrati esogeni o prodotti delle reazioni di fase 1. Poiché molti metaboliti 
originati dalle reazioni di fase 1 (in particolar modo dal sistema monossigenasico del 
citocromo P450) sono dannosi per l’organismo, risulta essere di notevole importanza l’azione 
della fase 2 nel favorirne l’escrezione. Tra queste attività enzimatiche ricordiamo l’UDP-
glucuroniltraferasi (UDP-GT) e la glutatione S-trasferasi  che coniugano rispettivamente una 
molecola di acido glucuronico e di glutatione. Numerosi osservazioni sperimentali sulla 
natura chimica delle specie tossiche per l’organismo e sui meccanismi di difesa utilizzati 
dalle cellule, hanno portato la comunità scientifica ad allargare il concetto di enzimi di fase 2. 
Questo passaggio del metabolismo degli xenobiotici non può comprendere solo reazioni di 
coniugazione che favoriscono l’escrezione di sostanze con bassa solubilità, ma deve 
comprendere anche attività che contrastano l’azione di specie altamente reattive che si 
possono formare  in seguito al metabolismo di numerosi composti e che possono essere 
implicati nell’insorgenza di numerosi stati patologici tra cui il cancro. La fase 2 del 
metabolismo degli xenobiotici comprende enzimi che catalizzano una varietà di reazioni che 
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proteggono da sostanze tossiche elettrofile ed ossidanti. I geni che codificano per tali enzimi 
sono spesso sottoposti agli stessi meccanismi di regolazione trascrizionale ed il “pathway” 
metabolico che porta all’induzione degli stessi può essere regolato da sostanze che hanno la 
capacità di reagire con gruppi sulfidrilici (Holtzclaw et al., 2004). 
Di seguito sono riportati alcuni di questi enzimi: 
Glutatione S-trasferasi: enzima citosolico di cui esistono numerose isoforme che differiscono 
per la composizione delle subunità e la selettività del substrato. Tale enzima coniuga il 
gruppo sulfidrilico di GSH con composti contenenti atomi di carbonio elettrofili. Il suo ruolo 
protettivo nella cellula è definito dalla capacià di coniugare elettrofili, detossificare ossidanti 
e ridurre perossidi prima che interagiscano con i componenti cellulari e vi arrechino danno; 
Glutatione reduttasi: rigenera il glutatione ridotto nel citosol cellulare; 
Superossido dismutasi (SOD): converte l’anione superossido (O2-.) presente nel citoplasma 
cellulare a perossido di idrogeno (H2O2) ed ossigeno (O2); 
Glutatione perossidasi (GPx): è l’enzima maggiormente coinvolto nelle reazioni di 
smaltimento del H2O2 formato in seguito all’azione della SOD; 
Catalasi: presente nei perossisomi, detossifica H2O2 da essi formato; 
NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi-1 (NQO1) o DT-diaforasi: catalizza la riduzione di due 
elettroni chinonici ad idrochinoni utilizzando NAD+ o NADP+ come donatore di elettroni; 
Eme ossigenasi-1 (HO-1): è un enzima microsomiale che catalizza la degradazione 
ossidativa dell’eme a biliverdina, CO e ferro (Fe2+) (Holtzclaw  et al., 2004). 
 
3.2    Interazione degli isotiocianati con gli enzimi di fase 1 e 2 
 
Numerosi studi sperimentali hanno dimostrato che il principale meccanismo con cui gli ITCs 
esplicano la loro attività chemiopreventiva è determinato dalla modulazione degli enzimi 
coinvolti nel metabolismo degli xenobiotici. Si ritiene che gli ITCs inibiscano la produzione 
di metaboliti cancerogeni mediata dal sistema del citocromo P450 e stimolino i meccanismi 
detossificanti ed antiossidanti tipici della fase 2 (Higdon, 2007). È noto che gli ITCs 
inibiscono specifiche isoforme enzimatiche di P450 quali 2B1, 2A1, 1A1, 1A2 e 2E1 
coinvolti nella bioattivazione di diverse sostanze che possono esplicare un’azione tossica 
sull’organismo. Esperimenti di inibizione enzimatica con alchil e arialchil ITCs, effettuati su 
frazioni microsomiali di fegati di ratti trattati con induttori di isoforme di citocromo come 3-
metilcolantrene e fenobarbital hanno dimostrato che tutti gli isotiocianati testati esercitavano 
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un maggior effetto inibitorio sull’isoforma 2B rispetto all’1A, con una potenza inibitoria che 
si innalzava all’aumentare della lunghezza della catena alchilica o arialchilica fino a 6 atomi 
di carbonio (Conaway, 1996). Inoltre, in studi condotti in topi A/J portatori di tumore al 
polmone indotto da (4-metilnitrosammina)-1-(3-piridil)-1-butanone (NNK), a cui sono stati 
somministrati gli isotiocianati aromatici benzil- e fenetil- isotiocianati (rispettivamente BITC 
e PEITC) è stata registrata una diminuzione della massa tumorale e poiché il CYP2B è uno 
dei principali isoenzimi coinvolti nell’attivazione di NNK, una sua inibizione risulta essere 
un ottimo meccanismo chemiopreventivo ad opera degli isotiocianati (Morse, 1989).  Dati 
ottenuti da studi di inibizione evidenziavano che la   presenza di un anello benzenico sulla 
catena laterale dell’isotiocianato non sembra essenziale per la modulazione negativa delle 
attività di alcune isoforme enzimatiche, poiché ITCs privi di tale anello risultavano essere 
ugualmente forti inibitori, ma l’aumento degli anelli benzenici si ripercuoteva in un aumento 
dell’effetto inibitorio dell’attività catalizzata dall’isoforma 1A1, confermando che il sito 
attivo dell’enzima è in grado di alloggiare composti con gruppi fenilici multipli (Conaway et 
al., 1996). Attraverso l’utilizzo di microsomi epatici di ratto è stata descritta l’inibizione del 
CYP2E1 per opera del sulforafano che però non è stata confermata in studi effettuati su 
membrane batteriche contenenti le isoforme umane 1B1, 1A1, 1A2, 3A4 e 2E1. Tuttavia 
ulteriori evidenze sperimentali hanno dimostrato l’effetto inibitorio del sulforafano sulle 
isoforme  1A2 e 3A4, sia in colture di epatociti primari di ratto che di uomo (Langouët et al., 
2000). Una significativa porzione degli effetti chemiopreventivi indotti dal consumo di 
crucifere è attribuita all’induzione dei sistemi di difesa cellulare  detossificanti ed 
antiossidanti che comprendono diverse forme enzimatiche, tra cui la NAD(P)H:chinone 
ossidoreduttasi 1 (NQO1) e l’eme-ossigenasi 1 (HO-1) (Eggler et al., 2008; Keum et al., 
2008). Attualmente si conoscono diverse classi di composti, molti dei quali di origine 
naturale, accumunati dalla capacità di indurre l’espressione degli enzimi sopra citati (Fahey 
et al., 1997; Fahey and Stephenson, 2002). Numerosi studi hanno dimostrato che il 
meccanismo molecolare promosso da queste sostanze induce l’espressione di molti geni 
mediante l’interazione del fattore di trascrizione nucleare Nrf2 (nuclear factor E2-related 
protein) con la regione ARE (antioxidant response element), localizzata a monte dei 
promotori dei geni codificanti gli enzimi citoprotettivi. Approfondimenti sui meccanismi 
molecolari coinvolti in questa via hanno permesso l’identificazione di due importanti 
proteine che costituiscono i componenti principali per l’attivazione di ARE: il già citato 
fattore di trascrizione Nrf2 e Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein) suo inibitore 
citosolico (Giudice et al., 2006). In figura 11 sono riportati i meccanismi molecolari della via 
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Nrf2-ARE, in assenza ed in presenza di induttori di origine naturale e non. In condizioni 
basali, Nrf2 si trova nel citoplasma cellulare, dove raggiunge elevati livelli di espressione che 
vengono controbilanciati dalla sua continua ubiquitinizzazione e degradazione proteica 
mediate da Keap1. Keap1 sequestra Nrf2 nel citosol cellulare e contemporaneamente 
interagisce con la proteina Cul3 (Cullin3-based E3-ligase ubiquitination complex) che media 
l’ubiquitinizzazione delle lisine situate nel dominio Neh2 di Nrf2 (Tong et al., 2006). Dunque 
in condizioni basali, l’inattivazione di Nrf2 (sequestrato nel citoplasma cellulare) è 
responsabile della bassa espressione della batteria genica guidata da ARE. 
 
 
 
 
Fig. 11: Rappresentazione schematica del sistema Nrf2-ARE in assenza (A) ed in 
presenza (B) di induttori di ARE (Eggler et al., 2008). 
 
 
Fino ad oggi numerose evidenze sperimentali, che necessitano di ulteriori chiarimenti ed 
approfondimenti, hanno dimostrato che l’esposizione cellulare ad induttori di ARE (quali 
sulforafano, tert-butilidrochinone (tBHQ) e quercetina),  comporta una “downregulation” della 
degradazione di Nrf2 ed un accumulo dei livelli proteici di tale proteina a livello 
citoplasmatico e nucleare (Zhang and Hannik, 2003; Tanigawa et al., 2007). Si ritiene che la 
causa primaria di tale meccanismo sia dovuta all’interazione degli induttori con i gruppi 
sulfidrilici di cisteine di Keap1 (Itoh et al., 1999). Infatti la maggior parte delle sostanze 
inducenti ARE contengono motivi elettrofili capaci di reagire con i gruppi –SH propri di 
Keap1 ed a seguito di questo legame si attuano dei cambiamenti conformazionali che inducano 
modifiche nell’interazione del complesso Keap1-Cul3 che tende a dissociarsi con conseguente 
ubiquitinizzazione e degradazione di Keap1 (Zhang et al., 2006; Dinkova-Kostova et al., 
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2002). La mancata efficienza del macchinario che normalmente regola il sequestro di Nrf2 da 
parte del proteosoma, è responsabile dell’aumentata concentrazione della forma libera di  Nrf2. 
A questo punto Nrf2 è attivato e traslocato nel nucleo dove può promuovere la trascrizione dei 
geni a valle della regione ARE, a livello della quale eterodimerizza con proteine Maf (Chen et 
al., 2005). Recenti esperimenti hanno dimostrato il coinvolgimento di diversi “pathway” di 
proteine chinasi nella promozione della traslocazione nucleare di Nrf2: la fosforilazione del 
sito S40 di Nrf2 da parte della proteina chinasi C (PKC) è riportata in modelli in cui sono stati 
testati alcuni induttori di ARE tra cui il tBHQ (Huang et al., 2000); una seconda via che 
coinvolge proteine chinasi MAP (MAPK) come p38, è stata proposta come meccanismo 
utilizzato dal sulforafano (Keum et al., 2006). In condizioni normali, la fosforilazione di Nrf2 
catalizzata da p38 stabilizza il legame con Keap1 ma l’introduzione del sulforafano nella 
cellula inibisce le chinasi MKK3/6 che agiscono a monte della catena catalitica. Il flusso in 
entrata ed in uscita di Nrf2 dal nucleo cellulare sembra essere regolato da diversi eventi di 
fosforilazione. Studi effettuati sul carnosolo (un diterpene estratto dal rosmarino), hanno 
mostrato che tale composto stimola l’attività degli enzimi glutatione S-trasferasi e DT-diaforasi 
mediante l’attivazione del pathway chinasico della proteina fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K) 
che provoca l’accumulo nucleare di Nrf2 (Martin et al. 2004). Un secondo meccanismo con cui 
la fosforilazione di Nrf2 modula la sua stessa fuoriuscita dal nucleo, è stato scoperto da Jain e 
Jaiswal (Jain and Jaiswal, 2006) che hanno osservato che alcune ore dopo l’induzione 
dell’espressione genica, Nrf2 è fosforilato nella regione Y568 da una Src chinasi  (Fyn) attivata 
da un induttore di ARE come il perossido di idrogeno , cosicchè è promossa l’uscita di Nrf2 
dal nucleo, mediante un’interazione con la proteina Crm1. La localizzazione di Nrf2, non 
sembra essere regolata solo dalla fosforilazione di Nrf2, ma anche da modificazioni apportate 
alle cisteine proprie di questa proteina. Nel 2006 il gruppo di ricerca di Li (Li et al., 2006) 
definì la presenza di un sensore-redox  in Nrf2, in grado di interagire con molecole elettrofile 
che mediano l’entrata di Nrf2 nel nucleo. Tale sito è definito a livello del residuo cisteinico 183 
(C183) della regione NES. Questa osservazione è valida per sostanze come tBHQ e H2O2 ma 
non per il sulforafano che interagisce debolmente con C183.  
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Capitolo 4 
Il sulforafano 
 
 
 
4.1  Generalità 
 
Tra tutti gli ITCs, il più studiato e caratterizzato è il sulforafano (4-metilsulfinilbutil-ITC), 
particolarmente abbondante nei broccoli dove è presente sottoforma di GL glucorafanina 
(GRA). Dall’osservazione della catena laterale raffigurata in figura 12, possiamo classificare 
il sulforafano come ITC appartenente alla categoria degli alifatici contenenti un atomo di 
zolfo. 
 
 
 
 
Fig. 12: -R di sulforafano.  
 
 
L’importanza attribuita a questo ITC è data dalla sua capacità di proteggere il corpo umano da 
xenobiotici ambientali, infatti è nota l’efficacia del sulforafano nell’indurre l’espressione di 
enzimi detossificanti ed antiossidanti e nel regolare i livelli proteici e funzionali di differenti 
geni di CYP450. Inoltre studi effettuati sulla popolazione sana, sottoposta a somministrazione 
di broccoli contenenti glucorafanina o sulforafano, hanno mostrato che queste sostanze sono 
ben tollerate dall’organismo e non causano reazioni avverse. Queste caratteristiche 
contribuiscono a ritenere il sulforafano un possibile agente nella chemioprevenzione di 
malattie cronico-degenerative come il cancro (Fimognari et al., 2008).  
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4.2 Metabolismo 
 
Studi sperimentali effettuati in linee cellulari di mammifero, hanno dimostrato che elevati 
quantitativi di sulforafano sono rapidamente accumulati nel citoplasma cellulare a livello del 
quale è possibile raggiungere concentrazioni millimolari della sostanza. Il sulforafano 
oltrepassa la membrana plasmatica mediante trasporto passivo e una volta nella cellula 
interagisce reversibilmente con sostanze nucleofile aventi gruppi tiolici, quali proteine e 
(GSH). Il GSH è una molecola dell’organismo coinvolta nella prevenzione dell’insorgenza 
dello stress ossidativo. Il gruppo tiolico contenuto nel residuo di cisteina conferisce al 
tripeptide la caratteristica di agente riducente intracellulare, in particolar modo contribuisce a 
mantenere nello stato ridotto i residui tiolici delle proteine e le specie altamente reattive quali 
i radicali liberi. Il sulforafano può reagire direttamente con il GSH a condizioni di pH 
fisiologico, oppure il legame può essere catalizzato dall’enzima glutatione S-trasferasi (Kolm 
et al. 1995). I coniugati formatisi dall’interazione sulforafano-GSH (ditiocarbammati) ed il 
sulforafano in forma libera, sono rapidamente rimossi dal citoplasma da trasportatori di 
membrana come le proteine associate alla resistenza farmacologica MRP-1 e le glicoproteine-
P (Pgp-1) (Callaway et al., 2004). In seguito alla formazione di coniugati del GSH e alla 
fuoriuscita di tali metaboliti dal citoplasma cellulare, la quantità di GSH intracellulare tende a 
diminuire, rendendo le cellule particolarmente vulnerabili a possibili stress ossidativi causati 
da elettrofili endogeni ed esogeni come il sulforafano (Conaway et al., 2005). Dunque la 
variabilità individuale nell’espressione dell’enzima glutatione S-trasferasi e delle proteine 
transmembranarie adibite al trasporto dei ditiocarbammati, può essere rilevante nella risposta 
cellulare al sulforafano e ai suoi analoghi (Eaton and Brammler, 1999). In seguito alla 
formazione di ditiocarbammati, il sulforafano è metabolizzato nella via dell’acido 
mercapturico che lo converte rapidamente in coniugato N-acetilcisteinico (NAC), per poi 
eliminarlo nelle urine (Fig. 7). Inoltre la biodisponibilità del sulforafano dopo 
somministrazione orale o endovenosa è molto alta, con basso grado di variabilità 
interindividuale e la quantità di NAC escreta è direttamente proporzionale alla dose di 
sulforafano introdotta nell’organismo (Hanlon et al., 2008). 
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4.3 Effetti sugli enzimi di fase 1 e 2 
 
Tra le proprietà conferite al sulforafano, si ritrovano la capacità di modulare l’attività 
catalitica e l’espressione enzimatica di diverse isoforme di CYP450 e di indurre l’espressione 
genica di enzimi antiossidanti e detossificanti contenenti la regione ARE nei loro promotori 
(Fig. 13).  
 
 
 
Fig. 13: Meccanismi di protezione cellulare indotti dal sulforafano 
 (Fimognari et al.,  2008). 
 
 
In esperimenti in cui sono stati utilizzati ratti esposti a sulforafano, a dosi giornaliere 
paragonabili a livelli riscontrabili nella dieta (3-12 mg/kg), è stata riscontrata un’inibizione 
dell’attività pentossiresorufina-O-depentilasi (PROD) marcatrice dell’isoforma 2B, 
accompagnata da una diminuzione dell’espressione proteica della stessa isoforma. Risultati 
analoghi si riscontravano per l’isoforma 1A2, 3A4, e 2E1 (Yoxall et al., 2005). L’effetto 
“down-regolatorio” che il sulforafano esercita sulle isoforme di CYP450 risulta essere di 
fondamentale importanza, dal momento che tale complesso enzimatico è coinvolto 
nell’attivazione di cancerogeni come le dialchilnitrosammine e le imidazopiridine (Barcelò et 
al., 1998). L’abilità del sulforafano nell’attivare gli enzimi di fase 2 è stata ampiamente 
documentata in vitro (attraverso esperimenti effettuati in linee cellulari di ratto e prostatiche 
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ed intestinali umane trattate con sulforafano) ed in vivo in ratti F-344 sottoposti a dieta 
supplementata di sulforafano (Brooks et al., 2001) ed i risultati ottenuti dalle analisi delle 
attività enzimatiche e dell’espressione genica degli enzimi di fase 2 hanno mostrato un’“up-
regulation” della NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi (NQO1), glutatione S-trasferasi e catalasi 
(Rushmore and Kong, 2002). Il meccanismo molecolare tramite cui il sulforafano promuove 
l’espressione dei geni a valle di ARE è stato precedentemente descritto nel paragrafo 3.2. Il 
gruppo tiolico reattivo del sulforafano interagisce con le cisteine contenute in Keap1 cosicché 
Nrf2 si dissocia da Keap1 e trasloca nel nucleo dove esplica la sua azione di fattore di 
trascrizione dei geni regolati da ARE (Dinkova-Kostova et al., 2002). L’elevata espressione di 
proteine transmembranarie come MRP1 interferisce con i livelli di Nrf2 presenti nella cellula, 
infatti tali proteine promuovono il flusso extracellulare del sulforafano e dei rispettivi 
coniugati con GSH. Dunque nelle 2 ore successive al trattamento con sulforafano i livelli di 
Nrf2 aumentano molto rapidamente in seguito all’interazione dell’ITC con Keap1 e alla 
sintesi costitutiva dello stesso, ma in un secondo momento l’efflusso cellulare di sulforafano e 
coniugati, determina un calo dei livelli citosolici e nucleari di Nrf2 (Sibhatu et al., 2008). Un 
ruolo importante nella regolazione dei geni ARE è attribuito all’attivazione di “pathway” che 
coinvolgono proteine chinasi come PKC. Si pensa che tali vie metaboliche siano promosse da 
sostanze elettrofile come il sulforafano che, indipendentemente dall’interazione con Keap1, 
fosforilerebbe Nrf2 e lo stabilizzerebbe fino a promuoverne l’entrata nel nucleo (Fimognari et 
al., 2008) 
 
4.4 Implicazioni farmacologiche  
 
Esperimenti effettuati su colture primarie di epatociti umani e di ratto hanno dimostrato che in 
seguito all’interazione del sulforafano con il GSH, aumenta la quantità di ROS presente nelle 
cellule a causa della riduzione dei livelli di GSH libero e lo stress ossidativo che segue è 
responsabile dell’incremento nell’espressione di trasportatori transmembranari come MRP1 e 
MRP2 (Payen et al., 2002). Dunque il sulforafano oltre a modulare gli enzimi coinvolti nei 
meccanismi di attivazione delle sostanze tossiche e di detossificazione da tali sostanze, 
favorisce la fuoriuscita di molecole deleterie per le cellule attraverso l’incremento dei livelli 
proteici di proteine spesso associate alla resistenza farmacologica. Tutte queste proprietà 
hanno indotto a pensare che il sulforafano potesse essere utilizzato come promotore di farmaci 
chemioterapici caratterizzati da tossicità e resistenza. Per esempio alle antracicline, antibiotici 
utilizzati per la cura di molti tumori, è attribuita la cardiotossicità e la capacità di indurre 
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resistenza delle cellule tumorali al farmaco. Una strategia per ridurre gli effetti negativi 
causati da questo chemioterapico è l’uso concomitante di agenti naturali che possano 
aumentare la sensibilità delle cellule tumorali al farmaco. La rapida e drammatica deplezione 
di GSH in cellule tumorali epatiche Hepa 1c1c7 trattate con una dose di 50 µM di sulforafano 
rende queste cellule suscettibili al chemioterapico doxorubicina, infatti l’aumento di specie 
reattive in assenza  di un’adeguata quantità di GSH libero nella cellula, favorisce la sintesi di 
proteine transmembranarie che guidano l’uscita delle molecole che conferiscono tossicità al 
farmaco (Zhang Y, 2004). 
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Scopo della tesi 
 
 
 
Il presente lavoro di tesi ha lo scopo di chiarire gli effetti degli ITCs e dei rispettivi parentali, i 
GLs, sugli enzimi coinvolti nelle fasi 1 e 2 del metabolismo dei farmaci. Per comprendere i 
meccanismi di modulazione di queste sostanze con gli enzimi sopracitati, sono stati effettuati 
tre tipi di progetti sperimentali. Nel primo studio sperimentale è stata valutata l’inibizione 
enzimatica di attività marcatrici di isoforme di P450 da parte di dieci GLs ed ITCs. Mediante 
saggi fluorimetrici e spettrofotometrici, le attività enzimatiche sono state determinate su 
frazioni microsomiali di fegati di ratti pretrattati con sostanze che inducevano l’espressione di 
isoforme di CYP1A, CYP2B, CYP2E1 e CYP3A4. Nelle condizioni appropiate per ogni 
saggio, gli ITCs sono stati prodotti in situ in seguito all’incubazione con l’enzima mirosinasi. 
Parallelamente allo studio in vitro sui ratti, è stato effettuato uno studio di inibizione 
utilizzando membrane batteriche di E. coli contenenti isoforme umane di CYP2E1 e 
CYP3A4. In entrambi i casi, l’intervallo di concentrazione delle sostanze utilizzate è 
compreso tra 0 e 50 µM. Per avvicinarsi alle condizioni fisiologiche epatiche, colture di 
epatociti primari di ratto sono state trattate con due isotiocianati strutturalmente affini, il 
sulforafano ed il sulforafene. Gli epatociti sono stati trattati per 48 ore a concentrazione di 20 
µM per GRA-ITC ed a 20 e 40 µM per GRE-ITC. La scelta di utilizzare la sola dose di 20 
µM per il trattamento con sulforafano è stata guidata dalle nostre conoscenze letterarie 
sull’efficacia del sulforafano a dosi minori di 20 µM (Mahéo et al., 1997). In seguito ai 
trattamenti, le colture sono state sottoposte a digestione della matrice extracellulare da parte 
della collagenasi e a successiva omogeneizzazione e preparazione delle frazioni microsomiali 
e citosoliche. I campioni cellulari ottenuti da quest’ultimo passaggio sono stati impiegati per 
la valutazione delle attività enzimatiche proprie della fase 1 del metabolismo degli xenobiotici 
e dei meccanismi detossificanti ed antiossidanti. Inoltre mediante PCR, è stata investigata 
l’espressione degli enzimi HO-1 e DT-diaforasi, la cui aumentata espressione può essere 
legata al meccanismo molecolare mediato dal fattore di trascrizione Nrf2. Sia per lo studio di 
inibizione effettuato sulle isoforme di CYP450 che per lo studio sulle colture di epatociti, i 
controlli (CTR) non sono stati incubati o trattati con le sostanze. Nel terzo ed ultimo studio, il 
GL glucoiberina (GIB) è stato somministrato in topi maschi mediante iniezione 
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intraperitoneale (i.p.). L’obiettivo prefissato per questa analisi preliminare in vivo era quello 
di accertare il ruolo dei glucosinolati sugli enzimi epatici coinvolti nella biotrasformazione 
delle sostanze esogene.  
 
. 
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Capitolo 5 
Materiali e metodi 
 
 
 
5.1   Trattamenti ratti con induttori di isoforme di CYP450 
 
Per lo studio di inibizione enzimatica di isoforme di CYP450 sono stati utilizzati 12 ratti 
maschi Sprague-Dawley del peso di 200-250 g. Presso i laboratori del Centro Ricerche di 
Abiogen Pharma S.p.A., gli animali sono stati posti in gabbie e stabulati a temperatura 
ambiente, alternando 12 ore di luce a 12 ore di buio. Mangime ed acqua sono stata forniti ad 
libitum. Gli animali sono stati suddivisi in 4 gruppi, ciascuno comprendente due ratti. Ogni 
gruppo è stato sottoposto ad una somministrazione intraperitoneale di una dose giornaliera di 
un induttore di un’isoforma di CYP450, per tre giorni consecutivi. Di seguito sono riportate le 
condizioni di trattamento: 
-   40 mg/kg/die di β-naftoflavone sospeso in olio di mais; 
-   50 mg/kg/die di dexametasone sospeso in olio di mais; 
-   80 mg/kg/die di fenobarbital disciolto in acqua; 
-   200 mg/kg/die di pirazolo disciolto in acqua. 
La notte precedente il sacrificio, gli animali sono stati tenuti a digiuno e successivamente 
sacrificati 24 ore dopo l’ultimo trattamento mediante dislocazione cervicale, previo 
stordimento per roteazione, in accordo con le procedure ministeriali in vigore. Da ogni 
animale è stato prelevato il fegato che è stato immediatamente posto in azoto liquido e poi 
conservato a -80°C fino all’omogenizzazione e alla preparazione delle frazioni microsomiali 
necessarie per i saggi enzimatici. 
 
5.2   Trattamento topi con glucoiberina 
 
Nello studio in vivo effettuato su 12 topi maschi del ceppo C57, gli animali sono stati 
stabulati presso i laboratori di Abiogen Pharma S.p.A. alle stesse condizioni descritte 
precedentemente. I topi sono stati suddiviso in due gruppi, ciascuno contenente 6 animali. Al 
primo gruppo è stata somministrata una dose giornaliera (100 mg/kg) del GL glucoiberina 
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sciolta in soluzione salina per tre giorni consecutivi, mediante somministrazione i.p. Al 
secondo gruppo di controllo, è stata somministrato solo il veicolo. Gli animali sono stati 
sacrificati 24 ore dopo l’ultimo trattamento. Da ogni animale è stato prelevato il fegato che è 
stato subito congelato e conservato a -80 °C fino alla preparazione delle frazioni cellulare 
necessarie per la valutazione delle attività enzimatiche. 
 
5.3  Preparazione di membrane batteriche di Escherichia coli contenenti isoforme umane 
di P450 
 
 Preparazione di cellule competenti secondo il metodo SEM: 
 
Cellule di E. coli del ceppo DH5α, conservate a -80°C in terreno LB al 7% di 
dimetilsulfossido (DMSO), sono state scongelate, strisciate in piastre Petri contenenti terreno 
LB (soluzione a pH 7 contenente bactotriptone 10 g/l, estratto di lievito 5 g/l, NaCl 10 g/l ed 
agar 15 g/l) ed incubate a 37°C per 24 ore. Al termine delle 24 ore, 10-20 colonie del 
diametro di 2-3 mm sono state inoculate in una beuta contenente 250 ml di mezzo SOB 
(bactotriptone 2%, estratto di lievito 0,5%, NaCl 10mM, KCl 25 mM, MgCl2 25 mM, MgSO4 
10mM). Quindi i batteri sono stati fatti crescere a 18°C in agitazione (200-250 rpm) in modo 
da raggiungere un valore di densità ottica pari a 0,6 a 600 nm. Il raggiungimento di tale valore 
è indicativo della fase di crescita esponenziale dei batteri E.coli. Successivamente la beuta è 
stata rimossa dall’incubatore e messa in ghiaccio per 10 minuti, dopodiché la coltura è stata 
trasferita in un apposito tubo sterile da 500 ml e centrifugata a 3000 rpm per 10 minuti a 4°C 
in Beckman J-68. Allo scadere dei 10 minuti, il pellet ottenuto è stato risospeso in 80 ml di 
terreno TB (pipes 10 mM, MnCl2 55 mM, CaCl2 15 mM, KCl 250 mM) a 4°C, incubato in 
ghiaccio per 10 minuti (per permettere al cloruro di calcio di perforare la membrana batterica) 
e centrifugato come sopra. Il pellet è stato risospeso in 10 ml di TB contenente DMSO al 7%. 
La sospensione cellulare è stata aliquotata in eppendorf da 1-2 ml immediatamente congelate 
in azoto liquido e conservate a -80°C. Le cellule di E. coli preparate con questo metodo sono 
rese estremamente competenti per la successiva trasformazione con DNA plasmidico e 
possono essere conservate per circa 2 mesi. 
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 Trasformazione di cellule competenti con DNA plasmidico contenente il gene di 
espressione di isoforma umana di CYP450: 
 
Per trasformare le cellule batteriche con DNA plasmidico è stato necessario aggiungere ad 
un’aliquota di 150 µl di cellule di E. coli precedentemente rese competenti, una soluzione 
contenente 5 ng di plasmide umano di nostro interesse e successivamente incubare in 
ghiaccio per 45 minuti. Trascorso il tempo necessario, le cellule sono state sottoposte a shock 
termico mediante due incubazioni, la prima per 45 secondi a 42 °C (per riattivare il 
metabolismo del batterio), e la seconda per 10 minuti in ghiaccio. Il contenuto delle 
eppendorf è stato travasato in falcon da 15 ml contenenti 800 µl di terreno LB preriscaldato a 
37°C, ed incubato per 45 minuti a 37°C in agitazione. Infine le cellule batteriche sono state 
piastrate su terreno solido selettivo (LB con agar 15 g/l ed ampicillina 100 µg/ml). Dopo 
incubazione per tutta la notte a 37°C, sulle piastre è stata possibile osservare la comparsa di 
colonie di cellule batteriche che hanno assunto il plasmide, infatti, le cellule trasformate sono 
in grado di crescere in presenza di ampicillina poiché contengono nel DNA plasmidico un 
gene che conferisce resistenza a questo antibiotico. Ogni volta che si effettua la 
trasformazione si deve aver cura di controllare l’efficacia dell’antibiotico piastrando 200 µl 
di cellule batteriche in assenza di DNA plasmidico. Solo le cellule che avranno integrato il 
plasmide saranno capaci di crescere su terreno selettivo. 
 
 
 Preparazione di sferoplasti e membrane batteriche contenenti la proteina dell’isoforma 
umana di CYP450: 
 
Una colonia di cellule batteriche contenenti il plasmide è stata inoculata in falcon contenente 
20 ml di terreno LB e 100 µg/ml di ampicillina. Il falcon è stato incubato per una notte in un 
bagnetto termostatato a 37°C così da consentire la crescita cellulare. Il giorno seguente 5 ml 
di crescita batterica sono stati inoculati in 500 ml di brodo di coltura TB (bactotriptone 12 g/l, 
estratto di lievito 24 g/l, bactopeptone 2 g/l, glicerolo 4 ml/l). Il TB è stato precedentemente 
preriscaldato e sottoposto alle aggiunte delle seguenti sostanze, necessarie all’espressione 
proteica dei citocromi: elementi in tracce (FeCl3 675 mg/2,5ml, ZnCl2 65 mg/5ml, CbCl2 50 
mg/2,5ml, Na2MoO4 50 mg/2,5ml, CaCl2 50 mg/5ml, CuCl2 50 mg/5ml, H3BO3 50 mg/10ml 
ed HCl 10 ml/100ml), tiamina 1 M, ampicillina 100 mg/ml, alanina 0,5 M ed IPTG 1 M. La 
beuta è stata lasciata in agitazione a 30°C per il tempo necessario all’espressione proteica 
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dell’isoforma di CYP450. L’intervallo temporale oscilla tra le 24 e le 48 ore, a seconda 
dell’isoforma studiata. il campione è stato poi sottoposto ad una serie di passaggi necessari 
per la formazione di sferoplasti, cellule batteriche che assumono la forma sferica dopo la 
rimozione della parete batteriche. Il terreno TB contenente i batteri è stato aliquotato in 
provette da 50 ml poste per 50 minuti a -20°C e successivamente  centrifugate (5.000 x g a 
4°C per 20 minuti). Il pellet ottenuto è stato pesato e risospeso in 15 ml di tampone A 
(tampone Tris acetato 100 mM, EDTA 0,5 mM, saccarosio 500 mM, pH 7,6)  per grammo di 
cellule. Una volta risospeso il pellet, tutto il volume è stato trasferito in una beuta sterile a cui 
è stata aggiunta un’uguale quantità di acqua sterile fredda e lisozima (300 µg/g cellule). La 
beuta è stata lasciata ad agitare per 30 minuti a 4°C in modo da favorire la digestione della 
parete batterica. Infine è stata effettuata un’ulteriore centrifugazione a 10.000 x g a 4°C per 20 
minuti e gli sferoplasti così ottenuti sono stati risospesi in un volume di tampone B (tampone 
potassio fosfato 100 mM, acetato di magnesio 6 mM, glicerolo 200 ml/l e DTT 1,54 mg/l, pH 
7,6)  pari a 1 ml/0,5 g cellule. Alla fine di questo passaggio, gli sferoplasti possono essere 
conservati a -80°C fino alla preparazione delle membrane. Le prime fasi necessarie alla 
preparazione delle membrane batteriche contenenti le isoforme di CYP450 comprendono, 
l’aggiunta degli inibitori delle proteasi (leupeptina 2 mM, bestatina 1 mM, PMSF 100 mM e 
aprotinina 1mg/ml), che impediscono la degradazione proteolitica delle diverse isoforme di 
CYP450, e la successiva sonicazione necessaria per la frantumazione degli sferoplasti 
(intervalli di 20 secondi per 4-5 volte per 10-15 secondi). In un secondo momento il campione 
contenente le membrane batteriche è stato centrifugato (10.000 x g a 4°C per 20 minuti) ed il 
sopranatante ottenuto è stato recuperato ed ultracentrifugato a 33.000 rpm per 2,30 ore. A 
questo punto, dopo aver allontanato il sopranatante, il pellet è stato risospeso in tampone C 
(tampone Tris acetato 50 mM, EDTA 0,25 mM, saccarosio 250 mM, pH 7,6) ed utilizzato per 
il dosaggio del citocromo P450 ottenuto. I campioni contenenti l’isoforma enzimatica di 
nostro interesse sono conservate a -80°C,  fino al momento del loro utilizzo. 
 
 Dosaggio di CYP450: 
 
La determinazione del CYP450 segue un saggio spettrofotometrico dettagliatamente descritto 
da Omura e Sato (Omura and Sato, 1964). Dopo la diluizione del campione in tampone 
potassio fosfato 100 mM pH 7,4 è stato aggiunto diotinito di sodio necessario per la riduzione 
del ferro dell’emoproteina. Dopodiché il campione è stato gassificato con monossido di 
carbonio (CO) per un minuto. Il legame di una molecola di CO con l’atomo di ferro Fe2+ 
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permette il raggiungimento di un picco di assorbimento a 450 nm. Alla fine è stato possibile 
misurare la differenza di assorbimento (∆A) tra 450 e 490 nm e risalire, tramite la legge di 
Lambert-Beer, alla concentrazione di citocromo presente nel nostro campione. 
 
 
5.4  Preparazione di colture di epatociti primari di ratto 
 
Le colture di epatociti primari di ratto sono un ottimo modello in vitro per studi farmaco-
tossicologici. Per mimare una situazione paragonabile a quella in vivo è importante utilizzare 
una coltura tridimensionale di epatociti messi in coltura tra due strati di collagene che 
permettono il ripristino della polarità cellulare, la secrezione di sostanze come albumina, 
transferrina, fibrinogeno, urea e sali biliari ed il mantenimento di alcune funzioni cellulari 
come l’adesione, la migrazione, la differenziazione, la regolazione della crescita, 
l’espressione genica se mantenute per più di sei settimane in queste condizioni. 
 
 Isolamento di epatociti di ratto: 
 
Ratti maschi Sprague Dawley del peso di circa 200 g, sono stati mantenuti in gabbie e 
stabulati a temperatura ambiente alternando 12 ore di luce a 12 ore di buio. I ratti avevano 
libero accesso al mangime e all’acqua. Dopo un periodo di adattamento, sono stati isolati gli 
epatociti seguendo il metodo di De Smet (De Smet et al., 1998). I ratti sono stati 
anestetizzanti mediante iniezione intraperitoneale di una soluzione di sodio pentobarbitale 
(0,1 ml/100g), dopodiché è stata effettuata un’incisione ad U sull’addome dell’animale. 
L’apertura della cavità addominale ha permesso l’estrazione del fegato che è stato sottoposto 
a perfusione in un apparato termostatato a 42°C con 5% CO2 e 95% O2. La perfusione è stata 
effettuata in due fasi, mediante l’utilizzo di una canula di vetro inserita nella vena porta. Nel 
primo passaggio è stata perfusa una soluzione tampone Krebs-Henseleit buffer (KHB) priva 
di calcio (NaHCO3 0,154 M, NaCl 0,154 M, KH2PO4 0,154 M, MgSO4 0,154 M, pH 7,4), per 
la totale rimozione del sangue dall’organo; in un secondo momento, è stata utilizzata una 
soluzione tampone KHB contenente calcio (soluzione sterile a pH 7,4 contenente Ca2
+-free 
KHB e CaCl2 0,11 M) e collagenasi (50 mg/100ml), per indurre la digestione della matrice di 
collagene. Dopo 40 minuti di perfusione, sono state purificate le cellule. Gli epatociti sono 
stati sospesi in mezzo Leibovitz contenente albumina sierica bovina al 0,2%  (BSA) e filtrati 
in modo da ottenere un sedimento cellulare. Dopo la rimozione del sopranatante, le cellule 
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sono state lavate in HEPES (soluzione sterile a pH 7,65 contenente 0,8% NaCl, 0,01% 
NaH2PO4.12H2O, 0,02% KCl,0,038% HEPES) per tre volte a 700 rpm per 2 minuti. Il pellet 
cellulare ottenuto è stato risospeso in terreno di coltura William’s denominato T0 (terreno 
William’s supplementato con 10% di siero fetale bovino (FCS), antibiotici quali penicillina, 
streptomicina, kanamycina, ampicillina e 0,5 U/ml di insulina). Prima di utilizzare gli 
epatociti per studi in vitro è stato necessario determinarne la vitalità mediante conta cellulare 
con il Trypan Blue, un  colorante vitale. 
 
 Colture di epatociti primari di ratto (Beken et al., 1998): 
 
La preparazione del collagene è stata eseguita ad una temperatura di 4°C.Le fibre di collagene 
ottenute da code di ratto sono state sciolte in un sol. di CH3COOH al 3% per 2 giorni, poi 
centrifugate a 11.000 x g per 2 ore a 4°C. Il collagene ottenuto dal sopranatante è stato 
precipitato con una soluzione di NaCl al 30% e poi lavato con NaCl (5%) e CH3COOH 
(0,6%) 2 volte (1750 x g per 30 minuti). Il pellet ottenuto è stato risospeso con una soluzione 
di CH3COOH (0,6%) e successivamente dializzato con HCl 1mM. La soluzione di collagene è 
stata sterilizzata e messa ad agitare per 48 ore. Infine è stata determinata la concentrazione 
della soluzione di collagene, pesando il liofilizzato ottenuto da un campione di 5 ml. 
-   COLTURA CELLULARE IN DOPPIO STRATO DI COLLAGENE: 
Le piastre di coltura del diametro di 10 cm sono state  pre-coated con una soluzione di 3 ml di 
collagene (1mg/ml) in terreno William’s senza FCS e messe nell’incubatore a 37°C, 5% CO2 
e 95% O2. Ad ogni piastra Petri è stato aggiunto un quantitativo di soluzione cellulare pari a 
5.106 epatociti in terreno T0, dopodiché le piastre sono state incubate per 4 ore. A tempo 
scaduto il terreno T0 è stato tolto e sostituito con T4 (T0 senza FCS ma supplementato con 
BSA 0,2%, 0,02 µg/ml di fattore di crescita epidermico (EGF), 7,5 µg/ml idrocortisone 
emisuccinato, 0,007 µg/ml glucagone). Il giorno successivo, dopo la rimozione del terrenoT4 
è stato aggiunto il secondo strato di collagene  nello stesso modo effettuato per il primo strato. 
Le piastre sono state incubate per 45 minuti in modo da ottenere la polimerizzazione, 
dopodiché è stato nuovamente aggiunto mezzo T4. Da questo momento, per ogni giorno 
successivo è stato tolto e nuovamente addizionato terreno T4 nelle stesse quantità. 
-   TRATTAMENTO EPATOCITI: 
24 ore dopo l’aggiunta del secondo strato di collagene, le cellule sono state sottoposte ad i 
seguenti trattamenti di ITCs per 48 ore, cambiando il terreno ogni 24 ore: 
- sulforafano 20 µM/die; 
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- sulforafene 20 e 40 µM/die. 
Per la produzione dei suddetti ITCs, i rispettivi GLs (glucorafanina e glucorafenina) sono stati 
incubati a 37°C con l’enzima mirosinasi avente una concentrazione iniziale di 30 U/ml. Ogni 
volta, prima di iniziare il trattamento è stato osservato lo stato delle cellule al microscopio 
ottico. 
DIGESTIONE CON COLLAGENASI: 
il giorno dopo la fine del trattamento, è stato rimosso il mezzo T4 dalle piastre, per aggiungere 
5-6 ml/piastra di una soluzione tampone KHB contenente glucosio (5,5 g/l), Ca2+ mM e 
collagenasi (50 mg/100 ml). Per garantire l’azione della collagenasi, le piastre sono state 
incubate a 37°C per 30 minuti e agitate manualmente per 2-3 volte. Il contenuto delle piastre è 
stato recuperato e centrifugato a 1200 rpm per 5 minuti a 4°C. Il pellet ottenuto è stato 
risospeso in 10 ml di tampone di omogenizzazione. L’omogenato è stato poi centrifugato 
nelle stesse condizioni descritte precedentemente ed il pellet risultante è stato sospeso in un 
volume pari a 5 ml di tampone di omogeneizzazione e sonicato per 3 volte con intervalli della 
durata di 10 secondi. Da questo punto in poi si prosegue con la classica preparazione 
utilizzata per le frazioni microsomiali e citosoliche necessarie alla determinazione delle 
attività di fase 1 e 2. 
 
5.5   Estrazione di RNA  
 
Per l'estrazione del RNA totale è stato utilizzato il kit commerciale “Rneasy Midi Kit®” 
(Qiagen) che permette di ottenere una resa elevata con il vantaggio di lavorare a temperatura 
ambiente. Da una piastra contenente circa 5 milioni di epatociti è stato recuperato il contenuto 
e riunito in un falcon da 15 ml posto in centrifuga alle seguenti condizioni: 12.000 rpm per 5 
minuti a 4°C. Il pellet ottenuto  è stato omogeneizzato in Potter Elvehjem con 2 ml di “buffer 
RLT” addizionato di 1/100 del suo volume con β-mercaptoetanolo. L’omogenato è stato 
trasferito in bijoux e filtrato in siringa sterile per circa 5 volte. La soluzione è stata trasferita in 
falcon con un uguale volume di etanolo 70% e successivamente agitata vigorosamente per 
mescolare le due fasi. La miscela è stata trasferita nell’apposita colonna del kit posta 
all’interno di un falcon da centrifuga, analogo a quelli usati precedentemente, e sottoposta a 
centrifugazione (4.000 rpm per 5 minuti a 4°C). L’eluato ottenuto è stato eliminato. Un 
volume di 4 ml di “buffer RW1” è stato aggiunto alla colonna e centrifugato. Dopo la 
centrifugazione l’eluato è stato scartato e sono stati addizionati 2,5 ml di “buffer RPE”. Il 
campione è stato nuovamente centrifugato a 4000 rpm per 2 minuti a 4°C (passaggio ripetuto 
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due volte). La colonna è stata cautamente rimossa dal tubo facendo attenzione a non toccare le 
pareti e poi trasferita in un falcon fornito dal kit. 150 µl di acqua “RNAse free” sono stati 
aggiunti direttamente sulla membrana della colonna, dopodiché è stato necessario attendere 
un minuto per l’attivazione della membrana. Dopo l’ultima centrifugata, la frazione eluita 
contenente RNA è stata recuperata e conservata a -80°C in aliquote, fino al momento dell’uso. 
 
5.6  Quantificazione e controllo di RNA 
 
I campioni di RNA totale ottenuti sono stati quantificati al “Nano-Drop”, con il duplice scopo 
di ricavare la concentrazione di RNA estratto tramite il valore di assorbimento alla lunghezza 
d'onda di 260 nm e di valutare il grado di purezza della preparazione: un rapporto di 
assorbimento tra 260 e 280 nm >1,7 indica un buon contenuto di acidi nucleici 
(principalmente RNA) rispetto al contenuto di proteine. Successivamente è stata valutata 
l'integrità del RNA con corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1%. Il gel è stato preparato 
nel seguente modo: 1% (p/v) di agarosio sciolti in RNA buffer 1X (HEPES 50 mM, EDTA 1 
mM, sodio acetato 5 mM, e NaOH 10 mM, pH 7,5), 16% di formaldeide, aggiunta prima della 
polimerizzazione del gel che avviene a temperatura ambiente. L'elettroforesi è stata effettuata 
in un apparato orizzontale, ad un voltaggio costante di 80V per circa 15-20 minuti, utilizzando 
RNA buffer 1X come tampone di corsa. I campioni da sottoporre ad elettroforesi sono stati 
preparati aggiungendo una quantità in µl pari a 1 µg di RNA, 1 µl di loading-buffer per gel 
(50% glicerolo, EDTA 1 mM pH 8, 0,25% blu di bromofenolo, 0,25% cilene cyanolo), 3 µl di 
RNA loading-buffer (66% formaldeide, 20% formammide, 1 µl di bromuro di etidio), acqua 
“Rnase free” per raggiungere un volume di 12 µl. Alla fine della corsa è stato possibile 
osservare le band,e ponendo il gel su un transilluminatore UV. La separazione delle bande è 
visibile grazie alla capacità del bromuro di etidio di emettere fluorescenza se esposto a 
lunghezze d’onda degli ultravioletti 
 
5.7  Trattamento con DNasi e retrotrascrizione di RNA 
 
Il trattamento per l'eliminazione dell'eventuale DNA genomico contaminante e la reazione di 
retrotrascrizione, sono stati effettuati contemporaneamente utilizzando il “QuantiTect® 
Reverse Transcription Kit” (Qiagen). Il primo passaggio prevede un'incubazione a 42°C per 2 
minuti, di una miscela composta da 1,1 µg di RNA estratto, 2 µl di gDNA Wipeout buffer 7x 
(necessario alla degradazione del DNA) ed acqua fino a volume di 14 µl. Successivamente, ad 
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ogni campione sono stati aggiunti 1 µl di trascrittasi inversa, 4 µl di Quantiscript RT buffer 5x 
e 1 µl di mix di primer (oligo(dT) ed esameri random). Questo passaggio consiste in 
un'incubazione a 42°C per 30 minuti seguita da uno step di inattivazione dell'enzima a 95°C 
per 3 minuti. I campioni sono stati conservati a -20°C fino all'utilizzo per le PCR. 
 
5.8   PCR (Polimerase Chain Reaction) 
 
L’amplificazione dei geni codificanti per l’eme ossigenasi e la NAD(P)H:chinone 
ossidoreduttasi è stata attuata tramite reazione a catena della polimerasi, con il kit “Green Go 
Taq®” (Promega). La miscela di reazione è composta da: 1 µl di cDNA ottenuto con la 
reazione di retrotrascrizione, 12,5 µl di Mix (contenente Taq polimerasi, nucleotidi e tampone 
di reazione),1 µl di primer senso e antisenso (rispettivamente da soluzione 10 µM), acqua 
“Nuclease-free” fino ad un volume di 25 µl. Per l’amplificazione è stato utilizzato il seguente 
programma: 
 
         1°fase                                   95°C per 5' (iniziale denaturazione della molecola di cDNA) 
 
                 95°C, 30-45 secondi  (denaturazione) 
         2°fase (22-25 cicli)              Ta, 40 secondi  (“annealing” dei primer) 
               72°C 30-45 secondi (allungamento) 
 
         3° fase                                   72°C,10 minuti (allungamento dei frammenti incompleti) 
   
Al termine degli esperimenti, i prodotti di PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di 
agarosio all'1%, contenente bromuro di etidio. 
Per verificare l'avvenuta retrotrascrizione dell’RNA, su tutti i campioni è stata effettuata una 
PCR con i primer specifici per il gene housekeeping β-actina. Per evidenziare eventuali 
contaminazioni da DNA nei reagenti necessari per l'amplificazione genica è stato fatto un 
controllo negativo per ogni reazione (bianco), in cui erano presenti tutti i componenti tranne il 
cDNA. 
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5.9  Elettroforesi su gel di agarosio 
 
L'elettroforesi è una tecnica che, mediante corsa su gel, permette di separare le proteine in 
base al peso molecolare. Tutti i prodotti di PCR sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di 
agarosio all'1%. Il gel è stato preparato nel seguente modo: una quantità di agarosio pari 
all'1% (p/v) è stata sciolta in buffer TBE 1X (Tris 89 mM, acido borico 8,9 mM ed EDTA 0,2 
mM, pH 8) a cui vengono aggiunti, prima della polimerizzazione, 7 µl di bromuro di etidio 
(10 mg/ml in soluzione acquosa) ogni 100 ml di gel. Gli esperimenti sono stati condotti in 
apparati orizzontali ad un voltaggio costante di 80 V per circa 45-55 minuti, utilizzando TBE 
1X come tampone di corsa. Per ogni corsa elettroforetica sono stati caricati 15 µl di ogni 
campione (amplificati e bianco) e 6 µl di soluzione di “DNA Ladder 100 pb” (Invitrogen) 
come marcatore di peso molecolare. Dopo la corsa le bande sono state evidenziate ponendo il 
gel su transilluminatore UV. 
 
5.10  Preparazione della frazione citosolica e microsomiale  
 
I fegati sono stati pesati e lavati ripetutamente con una soluzione di KCl 1,15% dopodiché è 
stata effettuata l’omogeneizzazione degli organi in quattro volumi di tampone fosfato pH 7,4 
(K2HPO4 100 mM, KCl 1,15%, EDTA 1 mM). L’omogenato ottenuto è stato centrifugato a 
10.000 x g per 25 min a 4°C, per ottenere la separazione tra precipitato, contenente nuclei e 
mitocondri, e sopranatante contenente la frazione microsomiale e citosolica. Il sopranatante è 
stato recuperato e ultracentrifugato a 33.000 rpm per 1ora e 10 min a 4°C. Il nuovo 
sopranatante è stato stoccato in aliquote, congelato in N2 liquido, conservato a –80 °C ed in 
seguito utilizzato per saggi enzimatici di fase 2. Il pellet ottenuto dalla stessa centrifugazione 
è stato nuovamente omogeneizzato ed ultracentrifugato per 50 min alle stesse condizioni, per 
separare le proteine microsomiali da quelle non microsomiali. Il precipitato è stato risospeso 
in un volume di tampone di  fosfato (K2HPO4 100 mM ed EDTA 0,1 mM, pH 7,4)  pari al 
doppio del peso dei fegati. Dopo un‘ultima omogeneizzazione, le frazioni microsomiali sono 
state suddivise in aliquote, rapidamente congelate e conservate a –80 °C fino al loro utilizzo 
in saggi enzimatici di fase1.        
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5.11  Determinazione del contenuto di proteine microsomiali e citosolioche 
 
Le proteine sono state determinate secondo il metodo descritto da Lowry in cui è stata 
utilizzata l’albumina sierica bovina come standard (Lowry et al.,1951). 
 
5.12 Saggi di attività enzimatiche microsomiali 
 
 Etossicumarina-O-deetilasi (ECOD) 
 
Questa attività permette la determinazione fluorimetrica della 7-idrossicumarina prodotta in 
seguito alla deetilazione dell’etossicumarina da parte degli enzimi P450 (EX: 390 nm, EM: 440 
nm) (Aitio, 1978). Sono determinabili attività catalitiche maggiori di 0,2 pmol/mg prot/min. 
 
 Etossiresorufina-O-deetilasi (EROD) e pentossiresorufina-O-depentilasi (PROD) 
 
In entrambe le attività, i rispettivi substrati, etossiresorufina e pentossiresorufina, sono 
metabolizzati dal sistema monossigenasico P450 con formazione del prodotto resorufina. La 
produzione di resorufina è determinata fluorimetricamente, la lunghezze d’onda di 
eccitazione è di 530 nm, quella di emissione di 585 nm (Lubet et al., 1985). Sono 
individuabili attività catalitiche maggiori di 0,2 pmol/min/mg prot.  
 
 Trifluoroetossicumarina-O-deetilasi (EFCOD) 
 
La deetilazione della 7-etossi-4-trifluorometilcumarina catalizzata dal citocromo P450, 
determina la produzione di un prodotto fluorescente, il 7-idrossi-4-trifluorometilcumarina, 
che può essere immediatamente saggiato nel mezzo di reazione mediante rilevazione 
fluorimetrica. Le lunghezze d’onda necessarie per la determinazione sono: 410 nm per 
l’eccitazione e 410 nm per l’emissione (Buters et al., 1993). 
 
 Aminopirina-N-demetilasi (APND) 
 
La demetilazione dell’aminopirina risulta dall’azione catalitica del sistema CYP450. Una 
volta avvenuta la formazione del prodotto, l’incubazione a 37°C per 5 minuti con il reagente 
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di Nash determina la formazione della formaldeide dosabile a 412 nm. L'attività specifica si 
calcola utilizzando ε = 8 mM-1 x cm-1. (Mazel, 1971). 
 
 Anilina idrossilasi 
 
La reazione di idrossilazione dell’anilina catalizzata dall’isoforma 2E1 del CYP P-450, 
produce il 4-ammino-fenolo che trattato con fenolo in soluzione basica produce il fenato 
corrispondente. La quantità di fenato presente in soluzione è rilevata spettrofotometricamente 
ad una lunghezza d’onda di 630 nm, misura alla quale la molecola presenta un massimo di 
assorbimento (Ko et al., 1987). Sono determinabili valori di attività catalitiche maggiori di 30 
pmol/mg prot/min. 
 
 Eritromicina-N- demetilasi 
 
La formazione della formaldeide in seguito a demetilazione per opera del CYP450, è rilevata 
spettrofotometricamente. Tale determinazione viene effettuata come descritto da Yang (Tu 
and Yang, 1983) utilizzando il reattivo di Nash che con la formaldeide forma un complesso 
colorato avente un massimo di assorbimento a 412 nm. Non sono determinabili valori di 
attività catalitiche inferiori a 50 pmol/mg proteine/min. 
 
 Eme ossigenasi (HO-1) 
 
Il saggio enzimatico catalizzato dall’HO-1 consiste nella rilevazione spettrofotometrica della 
bilirubina, prodotta a seguito della riduzione della biliverdina. La reazione richiede una 
quantità pari a 3 mg di frazioni citoplasmatiche (come fonte di biliverdina reduttasi ed il 
substrato emina) e 0,5-1 mg di campione microsomiale contenente HO-1. La reazione è 
bloccata con cloroformio e la quantità di bilirubina estratta è misurata dopo lettura 
fluorimetrica. (EX: 464 nm; EM: 530 nm). L’attività è espressa in pmol/mg proteine/min 
(Naughton et al., 2002). 
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5.13  Saggi di attività enzimatiche citosoliche 
 
 Catalasi (CAT) 
 
La reazione di decomposizione dell’acqua ossigenata catalizzata dall'enzima catalasi è 
monitorata spettrofotometricamente a 240 nm in funzione del tempo. 
L’attività è calcolata attraverso la legge di Lambert e Beer, il coefficiente di estinzione 
molare è di 43,6 M-1 x cm-1. 
 
 Glutatione perossidasi (GPx) 
 
Nel saggio, il substrato terzial-butilidroperossido è ridotto a spese del glutatione che a sua 
volta passa allo stato ridotto ossidato. Allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 340 nm 
è seguito il consumo di NADPH in funzione del tempo, cofattore necessario alla 
rigenerazione del glutatione ridotto. Il calcolo dell’attività è effetuato secondo la legge di 
Lambert e Beer, il coefficiente di estinzione molare è di 6,22 mM-1 x cm-1 (Badary O.A. et 
al., 2005). 
 
 Glutatione reduttasi 
 
In presenza del substrato glutatione ossidato e NADPH, l’enzima glutatione reduttasi 
catalizza la formazione di glutatione ridotto. Il consumo di NADPH è seguito 
spettrofotometricamente a 340 nm. L’attività è calcolata attraverso la legge di Lambert e 
Beer, il coefficiente di estinzione molare è di 6,22 mM-1 x cm-1 
 
 Glutatione S-trasferasi 
 
L’enzima glutationeS-trasferasi coniuga il substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzene con il 
glutatione ridotto. La reazione di coniugazione è seguita allo spettrofotometro alla 
lunghezza d’onda di 340 nm. Il calcolo dell’attività è effetuato secondo la legge di 
Lambert e Beer, il coefficiente di estinzione molare è di 9,6 mM-1 x cm-1 (Habig W.H. 
et al., 1974). 
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 Superossido dismutasi (SOD) 
 
Prima di valutare tale attività enzimatica, è misurata spettrofotometricamente l’autossidazione 
del pirogallolo a 420 nm in funzione del tempo; in seguito, alla stessa lunghezza d’onda, è 
determinata l’inibizione dell’autossidazione del pirogallolo da parte della superossido 
dismutasi. Non essendo noto il coefficiente del prodotto formatosi nella reazione, per il calcolo 
dell’attività è necessario ricorrere all’uso di una retta standard in cui un’unità di attività 
enzimatica corrisponde alla quantità inibente il 50% dell’ossidazione del pirogallolo 0,2 mM 
(Marklund, S.L. et al., 1974). 
 
 NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi (NQO1) o DT-diaforasi 
 
L’attività di questo enzima si determina nel comparto citosolico seguendo la riduzione del 
DCPIP (2,6-fenolodicloroindofenolo) da parte del NADPH. Tale riduzione comporta una 
riduzione dell’intensità della colorazione del DCPIP, misurata spettrofotometricamente a 600 
nm. Il  coefficiente di estinzione molare è pari a 22,1 mM-1 cm-1 (Benson et al. 1980). 
 
5.14  Glucosinolati ed isotiocianati utilizzati      
 
I GLs e l’enzima mirosinasi utilizzati, sono stati purificati (grado di purezza 96%) dal gruppo 
di ricerca del Dr. R. Iori presso l’Istituto sperimentale per le colture industriali di Bologna 
(Consiglio per la ricerca e la sperimentazione in agricoltura-CRA).  
Per lo studio di inibizione enzimatica, effettuato sulle frazioni microsomiali di fegati di ratti 
trattati con induttori di isoforme di CYP450 e sulle membrane batteriche contenenti le 
isoforme umane di CYP450, i GLs  e gli ITCs sono stati  testati in un intervallo di 
concentrazione compreso tra 0 e 50 µM. Gli ITCs sono stati prodotti in situ dopo incubazione 
dei rispettivi GLs con l’enzima mirosinasi (30 U/ml).  
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Capitolo 6 
Risultati 
 
 
 
6.1   Saggi di inibizione enzimatica di isoforme di CYP450 di ratto 
 
Nello studio di inibizione enzimatica di isoforme di CYP450, in presenza di GLs o ITCs 
prodotti in situ, sono state utilizzate frazioni microsomiali di omogenati di fegati di ratti 
trattati con sostanze che inducono l’espressione di specifiche isoforme di citocromo, in 
particolar modo: β-naftoflavone per l’isoforma CYP1A, fenobarbital per il CYP2B, pirazolo 
per il CYP2E1 e dexametasone per il CYP3A4. Studi di biologia molecolare che includono 
PCR e western-blotting hanno dimostrato che queste sostanze incrementano i livelli proteici 
delle rispettive isoforme enzimatiche. 
Nei grafici rappresentati di seguito, sono riportate le medie dei valori di attività enzimatica 
ottenuti da tre esperimenti effettuati sullo stesso omogenato microsomiale. I valori sull’asse 
delle ordinate sono espressi in percentuale rispetto al controllo (CTR). CTR corrisponde al 
livello di attività enzimatica dei campioni trattati con induttori ed incubati senza GL/ITC, 
mentre sull’asse delle ascisse sono riportate le concentrazioni dei GLs/ITCs utilizzati. 
 
 Eritromicina-N-demetilasi: 
 
Lo studio di inibizione dell’attività marcatrice del CYP3A4 ha definito che gli ITCs 2-feniletil 
(GST-ITC), 4-idrossibenzil (SNB-ITC), 4-metiltiobutil (GER-ITC), benzil (GTL-ITC), 3-
metilsulfinilpropil (GIB-ITC), 3-butenil (GNA-ITC), 4-metiltio-3-butenil (GRH-ITC) 2-
propenil (SIN-ITC), determinano un incremento dell’inibizione all’aumentare della 
concentrazione di ITC utilizzata nel saggio (Fig. 14). I valori di IC50 ottenuti e rappresentati in 
tabella 3, evidenziano un forte effetto inibitorio da parte del 2-feniletil-ITC e 4-idrossibenzil-
ITC, che mostrano un andamento, dose-dipendente che si discosta da quello lineare. 
Dall’osservazione delle catene laterali rappresentate in tabella 1, notiamo che gli ITCS di 
GST e SNB hanno strutture chimiche tra le più complesse rispetto agli altri ITCs studiati, 
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infatti contengono nelle rispettive catene laterali una anello aromatico. L’effetto inibitorio di 
questi due ITCs nei confronti dell’attività enzimatica dell’isoforma 3A4 del CYP450, 
concorda con i dati presenti in letteratura  sull’inibizione di tale isoforma da parte di sostanze 
caratterizzate da una struttura molecolare ridondante come alcuni flavoni ed il  ketoconazolo, 
(Yang and Smith, 1994). 
 
 
 
Fig. 14: Inibizione dell’attività eritromicina-N-demetilasi marcatrice dell’isoforma CYP3A4.  I valori 
riportati, espressi in % rispetto al valore di CTR, sono la media ottenuta da tre esperimenti. L’attività 
specifica di CTR è 11,8 ± 1,2 nmol/min/mg prot.  
Tab. 3: valori di IC50 con le rispettive deviazioni standard. 
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 Anilina idrossilasi: 
 
In figura 15 e tabella 4 sono riportati i risultati ottenuti dai saggi di inibizione sull’attività 
anilina idrossilasi correlata all’isoforma CYP2E1. Tutti gli isotiocianati che esercitano un 
effetto inibitorio su tale attività, inibivano anche l’attività precedentemente citata ad eccezione 
di due alifatici contenenti un atomo di zolfo, sulforafano e sulforafene. L’osservazione delle 
curve evidenzia che, ancora una volta il 2-feniletil-ITC determina un andamento non lineare 
della cinetica. Le IC50 di tali sostanze evidenziano che l’attività si dimezza a concentrazioni 
molto basse, in particolar modo per GST-ITC e GTL-ITC, entrambi aromatici aventi un –CH2 
in meno. 
 
 
Fig. 15: Inibizione dell’attività anilina idrossilasi marcatrice dell’isoforma CYP2E1. I valori riportati, 
espressi in % rispetto al valore di CTR, sono la media ottenuta da tre esperimenti. L’attività specifica di 
CTR è 1, 4 ±  0,2 nmol/min/mg prot.   
Tab. 4: valori di IC50 con le rispettive deviazioni standard. 
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 Pentossiresorufina-O-depentilasi: 
 
La depentilazione della pentossiresorufina ad opera dell’isoforma CYP2B evidenzia che solo 
gli ITCs rispettivi di GST, GER e GTL (rispettivamente 2-feniletil, 4-metiltiobutil e benzil), 
determinano una diminuizione dell’attività catalizzata dall’isoforma 2B con valori di IC50 
riportati nella seguente tabella. Il 2-feniletil-ITC conferma ancora una volta l’andamento 
simil-iperbolico della curva che è riconfermato anche per il benzil-ITC (Fig. 16).  
 
       
 
Fig. 16: Inibizione dell’attività pentossiresorufina-O-depentilasi marcatrice dell’isoforma CYP2B. I valori 
riportati, espressi in % rispetto al valore di CTR, sono la media ottenuta da tre esperimenti. L’attività 
specifica di CTR è 0,24 ± 0,02 nmol/min/mg prot.  
Tab. 5: valori di IC50 con le rispettive deviazioni standard. 
 
 
Il saggio enzimatico dell’attività etossiresorufina-O-deetilasi (CYP1A), non ha evidenziato 
alcun effetto inibitorio di tutti gli ITCs testati, inoltre tutte e quattro le attività saggiate in 
presenza dei precursori degli ITCs, i GLs, non risultano inibite, dal momento che non si 
osservano valori che discostano da quelli di controllo. Uno studio precedente di inibizione 
sull’attività enzimatica del CYP2B, in presenza di una serie di arialchil ed alchil ITCs, ha 
dimostrato che in accordo con i risultati da noi ottenuti, il fenetil–ITC e ITCs strutturalmente 
simili al benzil-ITC, inibivano marcatamente l’attività PROD, con valori di IC50 che si 
mantenevano al di sotto dei 30 µM e l’inibizione era evidente anche per alifatici lineari simili 
al 4-metiltiobutil. Al contrario,  lo stesso gruppo di lavoro ha riportato che gli ITCs testati 
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inibivano, seppur con minor intensità, anche l’attività EROD catalizzata dal CYP1A 
(Conaway et al., 1996).  
 
6.2 Dosaggio di isoforme umane di CYP450 
 
Dal protocollo di purificazione delle isoforme umane dei citocromi, siamo riusciti ad ottenere 
i seguenti enzimi: CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP3A4, CYP2C9, CYP2D6 e CYP2E1. 
La curva riportata in figura 17 rappresenta un tipico spettro di assorbimento ottenuto durante 
il dosaggio enzimatico. Il picco a 450 nm è caratteristico del complesso inattivo formato 
dall’atomo di ferro nello stato ridotto (Fe2+) dell’emoproteina, con il CO. La diminuzione di 
assorbanza a lunghezze d’onda maggiori, riflette il quantitativo dell’isoforma di CYP non 
legata a CO. Per tutte le isoforme isolate, la concentrazione di citocromo risultante è 
compresa tra 1 e 8 nmoli/ml. 
 
 
Fig. 17: Spettro differenziale di assorbimento delle isoforme umane di citocromo (CYP1A1, CYP1A2, 
CYP2A6, CYP3A4, CYP2C9, CYP2D6 e CYP2E1), purificate da membrane batteriche di E. coli. 
 
 
Nei seguenti istogrammi risultanti dallo studio di inibizione sulle isoforme umane di CYP3A4 
e CYP2E1, sono riportati le medie dei valori di attività enzimatica ottenuti da due esperimenti 
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effettuati con dosi crescenti di GLs/ITCs. Anche in questo caso il CTR corrisponde al livello 
di attività enzimatica basale.  
 
6.3 Saggi di inibizione enzimatica di isoforme umane di CYP450 
 
Ogni volta, prima di effettuare i saggi di attività enzimatica marcatrice dell’isoforma 
purificata è stato necessario ripristinare le condizioni in cui i CYP450 si trovano nelle cellule 
eucariotiche. Le membrane batteriche esprimenti l’isoforma di nostro interesse, sono state 
incubate con l’enzima reduttasi necessario per il trasferimento degli elettroni e con fosfolipidi 
di membrana. Il quantitativo utilizzato per le membrane rispetto a quello utilizzato per 
l’enzima reduttasi è in rapporto di 1:2. 
 
 Eritromicina-N-demetilasi: 
 
Il saggio di inibizione testato sull’isoforma umana 3A4 ha evidenziato un maggiore effetto 
inibitorio dell’attività eritromicina-N-demetilasi (CYP3A4) da parte degli ITCs aromatici di 
GST e SNB e dell’olefina lineare 2-propenil-ITC, a concentrazione 50 µM. Alla dose di 25 
µM, il 2-feniletil-ITC inibisce l’attività catalizzata dal CYP3A4 del 20% (Fig. 18). 
 
 
 
 
 
Fig. 18: Inibizione dell’attività eritromicina-N-demetilasi marcatrice dell’isoforma CYP3A4. I valori 
riportati, espressi in % rispetto al valore di CTR, sono la media ottenuta da due esperimenti. L’attività 
specifica di CTR è 2,9 nmol/min/nmol CYP. Tab. 6: valori di IC50. 
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 Trifluoroetossicumarina-O-deetilasi: 
 
Dopo l’incubazione degli ITCs con le membrane batteriche contenenti l’isoforma CYP2E1, 
sono state calcolate le attività enzimatiche riportate in figura 19. Gli ITCs 2-feniletil e benzil 
inibiscono marcatamente l’attività a 50 µM, con un incremento dei valori pressoché lineare al 
diminuire della concentrazione delle sostanze utilizzate nel saggio. Anche l’ITC olefinico 
lineare 2-propenil (SIN-ITC) esercita un netto effetto inibitorio alla concentrazione di 50 µM. 
Per quanto riguarda l’altro analogo di SIN-ITC, 3-butenil (GNA-ITC), non si osserva 
un’inibizione dose-dipendente, eccetto che a 50 µM. Risultato che  può essere generalizzato 
anche per gli ITCs, 3-metilsulfinilpropil (GIB-ITC) e 4-metiltiobutil (GER-ITC). Il 4-
metiltio-3-butenil (GRH-ITC) esercita una solo inibizione del 10% sull’attività basale a 25 
µM e 50 µM. 
 
 
 
 
 
Fig. 19: Inibizione dell’attività marcatrice Trifluoroetossicumarina-O-deetilasi dell’isoforma CYP2E1. I 
valori riportati, espressi in % rispetto al valore di CTR, sono la media ottenuta da due esperimenti. 
L’attività specifica di CTR è 0,12 nmol/min/nmol CYP. Tab. 7: valori di IC50. 
 
 
I risultati da noi trovati, rispecchiano parzialmente quelli riportati da Langouët et al. (2000) 
sull’inibizione esercitata dal sulforafano sulle isoforme umane di CYP450 contenute in 
membrane batteriche. Infatti, nel medesimo studio non era stata osservata alcuna inibizione 
del GRA-ITC alla dose di 40 µM su tutte le isoforme studiate, CYP3A4 e CYP2E1 compresi 
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(Langouët et al., 2000). Infine come osservato per le isoforme di ratto, le attività saggiate in 
presenza di GLs, non risultano inibite. 
 
6.4    Attività enzimatiche di fase 1 e 2 su frazioni cellulari di epatociti di ratto 
 
A seguito del trattamento di colture di epatociti primari di ratto per due giorni con gli analoghi 
sulforafano (GRA-ITC) (20 µM/die) e sulforafene (GRE-ITC) (20 e 40 µM/die) (Fig. 20),  
sono state testate alcune attività enzimatiche di biotrasformazione degli xenobiotici, 
detossificanti ed antiossidanti. Ogni valore riportato in grafico rappresenta la media di due 
esperimenti, espressa in % rispetto al CTR il cui valore corrisponde all’attività enzimatica 
determinata su epatociti non trattati. 
 
 
 
 
 
Fig. 20: Rappresentazione delle catene laterali 
alifatiche contenenti un atomo di zolfo di sulforafano e sulforafene. 
 
 
 Attività di fase 1: Etossicumarina-O-deetilasi ed etossiresorufina-O-deetilasi: 
 
Gli istogrammi rappresentati in figura 21 riportano i risultati ottenuti dalle attività enzimatiche 
etossicumarina-O-deetilasi ed etossiresorufina-O-deetilasi specifiche per alcune sottofamiglie 
di citocromi. Come possiamo notare il sulforafano alla dose di 20 µM ha un effetto inibitorio 
maggiore dell’analogo infatti inibisce la prima attività dell’80%, e la seconda del 60%. Non 
sono osservabili differenze in seguito ai trattamenti con Sulforafene a 20 e 40 µM. Dai 
risultati da noi riportati e dai dati presenti in letteratura sugli effetti indotti dai trattamenti con 
sulforafano, su colture primarie di epatociti umani e di ratto, si evince che tale sostanza 
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inibisce i CYP450 a concentrazioni facilmente riconducibili ai livelli fisiologici (Mahèo et al., 
1997). 
 
 
 
 
Fig. 21: Attività di fase 1 etossicumarina-O-deetilasi ed etossiresorufina-O-deetilasi. I valori riportati, 
espressi in % rispetto al valore di CTR, sono la media ottenuta da due esperimenti. L’attività specifica di 
CTR ottenuta nell’attività enzimatica ECOD è 17 pmol/min/mg prot, mentre per il CTR dell’attività 
enzimatica EROD il valore è di 20  pmol/min/mg prot. 
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 Attività detossificanti ed antiossidanti 
 
I risultati ottenuti dalle frazioni citoplasmatiche, evidenziano un incremento delle attività 
catalasi, glutatione reduttasi, glutatione S-trasferasi e DT-diaforasi dopo trattamento con 
sulforafano. Il trattamento con sulforafene esercita un maggiore effetto induttivo sulle attività 
glutatione S-trasferasi e DT-diaforasi, quando utilizzato al doppio della dose del sulforafano 
(40 µM) (Fig. 22 e fig. 23). Le attività glutatione perossidasi e superossido dismutasi non 
hanno evidenziato alcun incremento delle attività specifiche rispetto ai CTR, nei campioni 
trattati con i due ITCs. 
 
 
 
 
Fig. 22: Catalasi e glutatione reduttasi. I valori riportati di attività specifica, sono la media ottenuta da 
due esperimenti eseguiti su colture diverse di epatociti di ratto. 
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Fig. 23: Glutatione S-trasferasi e DT-diaforasi. I valori riportati di attività specifica, sono la media 
ottenuta da due esperimenti eseguiti su colture diverse di epatociti di ratto. 
 
 
Le conclusioni del lavoro sperimentale effettuato da Mahéo et al., (1997), su colture primarie 
di epatociti umani e di ratto, dimostravano che il sulforafano aumentava sia la trascrizione del 
trascritto primario, che l’attività dell’enzima glutatione S-trasferasi. Ulteriori studi effettuati 
in ratti sottoposti a diete supplementari di sulforafano e su colture cellulari trattati con la 
stessa sostanza hanno evidenziato la marcata induzione delle attività antiossidanti e 
detossificanti quali la catalasi, DT-diaforasi e glutatione reduttasi (Sørensen et al., 2000; 
Yoxall et al., 2005).  
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6.5  Espressione dei geni codificanti gli enzimi detossificanti eme ossigenasi-1 (HO-1) e 
NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi-1 (NQO1) (DT-diaforasi) 
 
L’analisi trascrizionale con saggi di PCR, effettuata per investigare se gli isotiocianati di 
glucorafanina e glucorafenina inducano l’espressione degli enzimi HO-1 e NQO1, mostra 
un’induzione dell’espressione dei geni di tali enzimi. Il trattamento del sulforafano a 20 µM 
determina un forte incremento dell’espressione dell’enzima DT-diaforasi, dato che concorda 
con l’induzione enzimatica determinata dal sulforafano. Il trattamento con sulforafene a 40 
µM induce l’espressione di entrambi gli enzimi ma a livelli minori rispetto al sulforafano 
(Fig. 24). 
 
 
 
 
Fig. 24: PCR di HO-1 e NQO1 in epatociti di ratto di controllo (CTR) e trattati con sulforafano (20 µM) e 
sulforafene (40 µM). In basso è riportata la PCR per il gene housekeeping (β-actina). 
 
 
Confrontando i risultati ottenuti dall’analisi dell’attività enzimatica con questi riguardanti 
l’espressione genica, possiamo affermare che sulforafano e sulforafane modulano 
positivamente l’enzima detossificante DT-diaforasi sia a livello trascrizionale che di attività 
catalitica. Similmente alla DT-diaforasi anche l’HO-1 aumenta la sua attività trascrizionale in 
seguito al trattamento con il sulforafano e con il sulforafene. La quantità di materiale ottenuto 
dalla coltura di epatociti non ci ha permesso di valutare l’attività catalitica del suddetto 
enzima. 
HO-1, 297 pb 
β-act., 150 pb 
           CTR     Sulforafano    Sulforafene 
  20 µM             40 µM 
NQO1, 492 pb 
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6.6  Attività enzimatiche di fase 1 e 2 su frazioni cellulari ottenute da topi trattati con 
glucoiberina 
 
Per il trattamento in vivo su topi mediante iniezione intraperitoneale (i.p), è stato scelto di 
somministrare il GL glucoiberiba (GIB) per l’omologia della catena laterale con il 
glucorafano (GRA) e per il minor numero di studi presenti in letteratura su questo 
glucosinolato alifatico che differisce da GRA per un –CH2 in meno presente nella catena 
laterale (Fig. 25). Le seguenti tabelle, riportano i risultati ottenuti da una media di tre 
esperimenti indipendenti, effettuati su frazioni microsomiali e citosoliche ottenute dagli 
omogenati dei fegati dei topi di controllo (CTR) e trattati con GIB. 
 
 
 
Fig. 25: Rappresentazione delle catane laterali 
alifatiche contenenti un atomo di zolfo di glucorafanina (GRA) e glucoiberina (GIB). 
 
 
Per la fase 1 di biotrasformazione sono state effettuate diverse attività enzimatiche proprie di 
più isoforme di CYP450 affinchè si potesse indagare accuratamente l’inibizione di GIB su tali 
attività. Dall’osservazione dei valori di attività specifica possiamo affermare che GIB non 
modula nessuna delle attività enzimatiche di fase 1 ed antiossidanti e detossificanti testate 
(Fig. 26 e 27). Sono noti studi analoghi in ratti, in cui la somministrazione orale di alifatici 
analoghi a GIB (GRE e GRH) inducevano le attività catalizzate da varie isoforme di CYP450 
e quelle detossificanti ed antiossidanti come se dosi elevate e ripetute di glucosinolati fossero 
in grado di aumentare l’espressione dei citocromi a cui seguirebbe un’intensa attività 
enzimatica che causa tossicità microsomiale, ed infine la produzione di metaboliti reattivi da 
parte della fase 1 del metabolismo degli xenobiotici, determinerebbe l’attivazione delle 
attività proprie dei meccanismi di difesa cellulare (Barillari et al., 2007). Le differenze 
risultanti da trattamenti in vivo con diversi GLs possono essere dovuti a piccoli cambiamenti 
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presenti nella catena laterale delle sostanze, per esempio GRH e GRE hanno un doppio 
legame in –R che non è presente in GIB. 
 
Valori di attività specifica di enzimi di fase 1, su frazioni microsomiali di topi 
 
 
Fig. 26: Ogni valore rappresenta la media ± SD di tre esperimenti indipendenti ciascuno sul pool 
microsomiale di 2 topi. Valori espressi in nmoli/min/mg prot. 
 
 
Valori di attività specifica di enzimi di fase 2, su frazioni citosoliche di topi 
 
 
Fig. 27: Ogni valore rappresenta la media ± SD di tre esperimenti indipendenti ciascuno sul pool 
microsomiale di 2 topi. Ad eccezione dei valori di catalasi, espressi in µmoli/min/mg prot, gli altri sono 
riportati in nmoli/min/mg prot. 
 
 
Inoltre la somministrazione i.p., effettuata per evitare che le idrolasi batteriche intestinali 
convertissero la glucoiberina ad iberina e per valutare l’effetto del glucosinolato sugli enzimi 
presi in esame ha evidenziato che il glucosinolato così somministrato non è in grado di 
modulare le attività considerate. 
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Capitolo 7 
Discussione e conclusioni 
 
 
 
Il citocromo P450 è il complesso enzimatico maggiormente coinvolto nella fase 1 del 
metabolismo degli xenobiotici. Le isoforme enzimatiche di questo sistema monossigenasico 
sono coinvolte in reazioni che favoriscono l’escrezione di sostanze di origine endogena o 
esogena (quali farmaci o prodotti chimici come inquinanti ambientali), o nell’attivazione di 
sostanze tossiche per l’organismo come ROS e cancerogeni. La presenza nell’organismo di 
enzimi detossificanti ed antiossidanti è di fondamentale importanza, per evitare che le 
molecole deleterie per le cellule arrechino danni irreversibili ai componenti subcellulari. 
Questo lavoro di tesi è stato concentrato sullo studio di sostanze di origine vegetale, in grado 
di interferire con gli enzimi che attivano molecole nocive e di promuovere quelle attività 
enzimatiche che ne favoriscono l’escrezione. Tali sostanze, particolarmente abbondanti nei 
cavoli, sono gli ITCs ed i precursori ad essi associati, i GLs. Gli studi di inibizione effettuati 
su isoforme di CYP450 umane e di ratto hanno dimostrato che i dieci ITCs considerati, sono 
in grado di inibire gli enzimi che possono essere coinvolti nell’attivazione di sostanze 
cancerogene come le nitrosammine e gli idrocarburi aromatici policiclici. In particolar modo, 
abbiamo confermato che l’aromatico GST-ITC inibisce marcatamente le attività catalizzate 
dalle isoforme 2E1, 2B e 3A4 (Yang et al., 1994) ed anche l’analogo GTL-ITC esercita un 
effetto inibitorio sull’isoforma 2B e 2E1. Questi dati sono in accordo con i primi studi 
effettuati da Wattenberg e Morse (1977; 1982), in cui la somministrazione di fenetil-ITC e 
benzil-ITC in ratti trattati con benzantracene o nitrosammine, riduceva l’insorgenza e la 
progressione di tumori della mammella, del polmone e del tratto gastrointestinale. Per il 
sulforafano, l’ITC più studiato, abbiamo riscontrato inibizione solo sull’isoforma 2E1di ratto 
e non sulla 3A4 come noto da Mahéo et al. (1997). Gli ITCs ad esso analoghi come GRE-
ITC, GRH-ITC e GIB-ITC hanno riportato una maggiore inibizione sulla stessa isoforma 
rispetto alla 3A4. Inoltre l’assenza dell’atomo di zolfo in –R degli ITCs sembra influenzare la 
loro capacità di inibizione dei citocromi. A dimostrazione di questa affermazione abbiamo 
notato che, gli ITCs olefinici lineari come GNA-ITC e SIN-ITC, non riportano risultati 
concreti di inibizione ad eccezione di GNA-ITC sull’attività catalizzata dal 2E1. Dall’attività 
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dell’isoforma umana di CYP3A4, abbiamo ottenuto una marcata inibizione da parte di GST-
ITC e SNB-ITC, con risultati simili a quelli conseguiti sull’isoforma 3A4 di ratto. 
Nell’EFCOD, marcatrice dell’isoforma 2E1 umana, abbiamo riscontrato un’inibizione dose-
dipendente da parte di 2-feniletil-ITC e benzil-ITC, con andamento simile a quello riscontrato 
nella corrispondente isoforma di ratto. Anche SIN-ITC agisce su entrambe le isoforme umane, 
similmente a quanto riportato nei microsomi di ratto. Gli esiti ottenuti dalle colture di 
epatociti primari di ratto mostrano omologia con i risultati di altri gruppi di lavoro 
sull’efficacia del sulforafano nell’inibire i sistemi implicati nella biotrasformazione delle 
sostanze esogene e nell’indurre gli enzimi coinvolti nei processi di detossificazione (Mahéo et 
al., 1997). Combinando questi dati con i risultati di PCR dei geni codificanti per NQO1 ed 
HO-1, possiamo confermare che il sulforafene stimoli l’espressione di tali geni attraverso 
l’attivazione del meccanismo molecolare Nrf2-ARE, già noto per il sulforafano (Dinkova-
Kostova et al., 2002). 
Concludendo, gli ITCs, soprattutto gli aromatici, hanno effetto inibitorio su varie isoforme di 
CYP450 umane e di ratto ma ulteriori studi sono necessari per investigare il tipo di inibizione. 
Gli esperimenti sugli epatociti di ratto, confermano che il sulforafano ha effetti importanti sui 
meccanismi di difesa cellulare ed il suo potenziale ruolo chemiopreventivo deve essere 
ulteriormente investigato. La somministrazione in topi in vivo con GIB ci conferma che 
l’efficacia dei GLs è da attribuire maggiormente ai prodotti di idrolisi, gli ITCs.  
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